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1 Uvod

V poslednich letech prosla oblast nanotechnologii intenzivnim rozvojem
a zaznamenala vyznamny pokrok a uplatnéni v fadé veédeckych poli. Nanotechnologie
vyuzivaji poznatky z chemie, biologie, fyziky, mechaniky i informacnich technologii. Mnoho
nanocastic je diky svym charakteristickym vlastnostem povazovano za biokompatibilni,
coz je vlastnost nezbytna pro jejich uziti v medicinskych sférach (Zdrojewicz et al., 2015).
Nanomaterialy vyuzivany v mediciné se vykazuji unikatnimi charakteristikami, jako jsou
napf. pruméma velikost 1-100 nm, vysoké kvantové vytézky, rezistence vuci fotobleachingu
a vyznamné magnetické, elektrické a fluorescencni schopnosti. V poslednich dvou desetiletich
byla v ramci biomedicinského vyzkumu vyvijend predevsim terapeutika cilena pro 1écbu

rakoviny, diabetu, bolesti, astmatu, alergii a infekci (Aguilar et al., 2015).

Mezi jedny znejvyuzivangj§ich nanocéastic v biomediciné patii uhlikové
nanomaterialy, které nachazi vyuziti pfedev§im v biosensoringu, regenerativni mediciné
a distribuci 1é¢iv. Jejich vyuzitelnost pro medicinské ucely je ovlivnéna velikosti, tvarem,
nabojem, povrchovymi vlastnostmi a chemickym slozenim ¢astic. K nejdulezitéjsim uhlikovym
nanocasticim fadime napt. fullereny, nanotrubice, grafen ¢i uhlikové a grafenové tecky

(Lewinski et al., 2008).

Vzhledem k vyrazné nizs§i vykazované cytotoxicité a zvySené biokompatibilité
v zivych systémech oproti jiz zminénym uhlikovym nanocasticim se hovoii o velkém
biomedicinském potencialu tzv. grafenovych kvantovych tecek, které mohou byt vyuzivany
napt. jako fluorofory predev§im kvili svym optickym vlastnostem a odolnosti
vuci fotobleachingu (Perini et al., 2020). Kromé téchto kvalit grafenové tecky také vykazuji
fadu dalSich charakteristik, diky kterym mohou byt v ramci biomediciny vyuzity, k nim patfi
napf. schopnost prostupovat biologickymi membranami, antimikrobialni u€inky, antidiabeticka

aktivita atd. (Henna et Pramod, 2020).
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Cile prace

Vypracovani literarniho prehledu na téma uhlikovych nanomaterialt
se zaméfenim na grafenové kvantové tecky, jejich biokompatibilitu
a cytotoxicitu.

Popsani vlivu grafenovych kvantovych te€ek na bunécnou viabilitu, produkci
reaktivnich forem kysliku, intracelularni distribuci a bunécny cyklus

u vybranych bunécnych linii pomoci pfislu§nych laboratornich technik.



3 Literarni prehled

3.1 Uhlikové nanomaterialy

Jako nanomaterialy jsou oznacovany struktury, které maji alesponl jeden ze svych
rozmérli nanometricky. Jedna se o Siroce vyuzitelné struktury, které maji vysoké uplatnéni
predevsim v elektronice, biomedicing, pramyslu, technologiich nebo kosmetice. Nanomaterialy
nabyvaji ruznych podob, pfiCemz alespoii jedna zdimenzi jejich struktury méfi
od 1 do 100 nm. Jeden z typt nanocastic, které maji vysoké potencialni vyuziti v biomediciné
oznaCujeme jako uhlikové nanomaterialy. Tyto struktury se vyznacuji mimoradnymi
elektrickymi, termickymi, chemickymi a mechanickymi vlastnostmi. Uhlikaté nanomaterialy
1ze rozdélit podle rozmért na nanomaterialy s nula dimenzemi (napf. uhlikové kvantové teCky
a grafenové kvantové tecky), nanomaterialy s jednou dimenzi (napf. uhlikové nanotrubice)

a nanomaterialy se dvéma dimenzemi (napf. grafen) (Han et al., 2016).

Vyuziti a uplatnitelnost uhlikovych nanomateriali souvisi s jejich mimoradnymi
vlastnostmi, mezi které fadime napt. vysokou tepelnou a elektrickou vodivost, unikatni optické
vlastnosti jako je napf. fluorescence, obrovsky povrch, aj. V biomedicinskych oborech
se pak cCasto vyuziva uhlikovych nanocastic, které se svymi rozméry velikostné blizi

biomolekulam (Diez-Pascual, 2021).

Grafenové kvantové teCky vychéazeji svymi vlastnostmi z uhlikovych kvantovych
teCek a grafenu. Z tohoto divodu jsou nasledujici kapitoly vénovany pouze t€mto vybranym

nanomaterialom.

3.1.1 Uhlikové kvantové tecky (CQDs)

Uhlikové kvantové tecky patii diky své nizké cytotoxicité mezi vysoce
biokompatibilni nanomaterialy, coz umoziuje jejich Cetné bioaplikace. CQDs jsou uhlikové
nanomaterialy, které obyCejné v priméru nedosahuji vétsi velikosti nez 10 nm. Schopnosti
CQDs zavisi jednak na jejich velikosti, tvaru, deformacich a povrchové pasivaci. Tyto
nanocastice jsou fotoluminiscen¢ni, chemicky stabilni a v porovnani s organickymi barvivy
jsou také odolnéjsi vaci fotobleachingu. Pii porovnavani excitacnich a emisnich spekter
organickych barviv a CQDs bylo zjisténo, ze CQDs maji vyrazné Sir§i excitaéni spektra
a naopak velice uzka spektra emisni, coz 1ze uplatnit v ramci bioimagingu. Povrch uhlikovych

kvantovych teCek muize byt dle potieby modifikovan umisténim funkcnich skupin



(viz obrazek ¢. 1), které mohou zajistit napt. jejich hydrofilni ¢i hydrofobni charakter.
Mezi skupiny, kterymi muaze byt povrch funkcionalizovan lze zaradit napt. NH» skupiny,

OH skupiny, CO skupiny, atd. (Singh et al., 2018).
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Obrazek ¢. 1: Typicka struktura funkcionalizované uhlikové kvantové tecky a chemické

struktury, které mohou byt nalezeny na povrchu CQDs. Prevzato z (Yuan et al., 2022).

Uhlikové kvantové teCky jsou burikami snadno zachytitelné a lehce prostupuji
biologickymi membranami. Po internalizaci lze pozorovat fluorescencni signal
z intracelularnich oblasti, ve kterych doSlo k akumulaci nanocastic, CQDs emituji svételné
zateni nejCastéji ve vinovych délkach odpovidajicich modrému a zelenému svétlu, coz mize
do jisté miry vyuzivané fluorescen¢ni metody limitovat. Mista akumulace zavisi pifedevsim
na typu oznaCované bunécné linie a laboratornich podminkach, avSak nejcastéji dochazi
k bohatému shromazd’ovani v bunécné cytoplazmé a podle nékterych studii dochazi k jisté
akumulaci v bunécném jadre (Datta et al., 2014; Havrdova et al., 2021). Dale CQDs nachazeji
vyuziti v biosensoringu, kde slouzi k detekci celé fady molekularnich substanci, kovovych
iontd a hodnot pH. Je mozné je dle potfeb modifikovat funkénimi skupinami, které pak zajisti
napt. lepsi hydrofilni vlastnosti vzorku (Havrdova e al., 2016). Uhlikové kvantové teCky
1ze také uplatnit pfi distribuci lé¢iv do bunék, jelikoz jsou tato terapeutika kovalentné vazana
s funk¢énimi skupinami na povrchu teCek. CQDs tedy mohou zprostfedkovavat diagnozu,

terapii, ale také vyhodnocovani bunécné odpovedi na podavana 1éciva (Ge et al., 2021).



3.1.2  Grafenové kvantové tecky (GQDs)

Grafenové kvantové tecky jsou relativné novym objevem z hlediska
nanotechnologickych vyzkumd, jedna se o nanocastice na uhlikaté bazi, jez jsou tvoreny
nanofragmenty grafenu a mohou byt jedno €i vicevrstvé. Vykazuji minimalni cytotoxicitu,

coz zvysSuje Sance na jejich uplatnéni ve sférach moderni mediciny (Kelarakis, 2015).

GQDs ve svych lateralnich rozmérech Castokrat nepfesahuji 10 nm, a jelikoz jsou
praveé v této lateralni dimenzi vétsi nez ve svoji vysce, ktera obycejné spada do rozmezi
0,4-4 nm, vykazuji anizotropni morfologii. Transmisni elektronova mikroskopie odhalila
grafenové miizky, do kterych jsou situovany uhlikové atomy té€chto nanomateriala
(Pierrat et al., 2020). Oproti uhlikovym kvantovym teCkam vykazuji GQDs podstatné vyssi
krystalinitu, maji tedy pravidelnéji usporadanou vnitini konformaci a odrazi se to mimo jiné
i na jejich elektrickych vlastnostech, jelikoz jsou GQDs diky svym grafenovym fragmentim
elektricky vodivé. Podobné jako u uhlikovych kvantovych tecek, také grafenové tecky mohou
mit sviij povrch modifikovan velkym mnozstvim funkcnich skupin nebo mohou byt povrchové
pasivovany, ptficemz tyto dvé vlastnosti mohou vyrazné¢ ovliviiovat schopnost fotoluminiscence

a elektrické vlastnosti téchto nanocastic (Chung et al., 2021).

K nejvyuzivanéjSim metodam syntézy, pii kterych dochazi ke vzniku grafenovych
kvantovych teCek patfi tzv. top-down a bottom-up metody. Top-down metody jsou jednoznacné
preferovanou technikou, jelikoz bottom-up metody zahrnuji komplexni operace, které vyzaduji
optimalizaci laboratornich podminek, jez nejsou jednoduse zajistitelné. Principem top-down
technik je Stépeni levného uhlikatého materialu, ktery je na uhlik bohaty, na mensi fragmenty.
K témto metodam fadime napt. chemické oxidace, hydrotermické metody nebo ultrazvukové
metody. Mezi tzv. bottom-up metody fadime napf. mikrovinnou metodu nebo metodu
molekularni karbonizace. U bottom-up technik slouzi jako vychozi material nizkomolekularni

latky napt. kyselina citronova ¢i aminokyseliny (Zhao et al., 2020; Panacek et al., 2022).

3.1.3  Grafen a oxid grafenu

Grafen je tvofen jedinou ultratenkou 2D vrstvou atomu uhlikd, které jsou tésné
usporadany do pravidelné hexagonalni sité (viz obrazek €. 2), ktera poskytuje tomuto materialu
mimotadné fyzikalné-chemické schopnosti. Je to momentalné nejtenci znamy material
na planeté¢. Mezi nejvyznamnéjsi charakteristiky grafenu fadime vysokou elektrickou

a tepelnou vodivost, obrovsky povrch, velkou vnitini silu a optické vlastnosti (Xia ef al., 2019).



Grafen je v nanotechnologiich bohaté vyuzivan jako vychozi material pro tvorbu GBNs
(graphene-based nanomaterials), mezi které patii napf. uhlikové nanotrubice (CNTs), oxidy
grafenu (GOs), fullereny a grafenové kvantové tecky (GQDs) (Yang et al., 2018). Jelikoz maji
vrstvy grafenu obrovsky povrch, l1ze je vyuzit pro adsorpci molekularnich terapeutik a jejich
distribuci do bunék. Dale lze vyuzivat grafen k diagnostickym a antibakterialnim aplikacim,
jelikoz bakterialni viabilita po styku s grafenem klesa. Grafen (viz obrazek ¢. 2) vSak vykazuje
jistou cytotoxicitu v disledku vyvolavani oxidacniho stresu, coz muze vést k rozvratu buriky

a jeji nasledné apoptoze (Byun, 2015).

Oxidy grafenu jsou nanomaterialy odvozené od chemické struktury grafenu,
jedna se o jedno ¢i vicevrstevné platy té€sné shlukovanych atomt uhliku, které vytvari
krystalickou mifizku. Tato vrstva je zobou stran krytd Cetnymi funkénimi skupinami

obsahujicimi atomy kysliku (viz obrazek ¢. 2).

Obrazek ¢. 2: a) Grafen, b) Oxid grafenu, c¢) Redukovany oxid grafenu. Pievzato
z (Shareena et al., 2018).

3.2  Uhlikové kvantové tecky vs. grafenové kvantové tecky

Uhlikové kvantové teCky (CQDs) a grafenové kvantové tecky (GQDs) fadime
k uhlikovym nanomaterialim s nula dimenzemi. Oba typy zminénych nanocastic se ve velkém
mnozstvi charakteristik shoduji. Pak jsou zde vSak zasadni rozdily, kterymi jsou definovany
jejich odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. Uhlikové 1 grafenové tecky jsou oproti
anorganickym kvantovym teckam (QDs) mnohem Setrnéjsi vuc¢i zivotnimu prostiedi, daji
se snadno a levné pfipravit, jsou vysoce udrzitelné, maji mimoradné optoelektronické

vlastnosti, jsou chemicky inertni a fotostabilni. Vykazuji se mezi uhlikovymi nanomaterialy



pravdépodobné nejvyssi biokompatibilitou, coz umoziuje vyvoj biomedicinskych technik

vyuzivajicich tyto uhlikové nanocastice (Ghosh er al., 2021).

Grafenové tecky jsou oproti tém uhlikovym vice krystalické. Tato skuteCnost
je zpusobena jejich konstituci, jelikoz GQDs jsou tvofené vrstvami grafenovych plata, které
utvaii uhlikové atomy v sp? hybridizaci. Takovéto uspofadani zajistuje vysokou miru
pravidelnosti, ¢cimz se GQDs lisi od CQDs, jelikoz uhlikové teCky mohou obsahovat uhlikové
atomy jak v hybridizaci sp?, tak v hybridizaci sp>. Grafenové tecky jsou krystalické, pficemz
uhlikové tecky mohou byt krystalické nebo amorfni. Oba typy nanocastic se také lisi
v kinetickych vlastnostech, jelikoz grafenové tecky vykazuji oproti CQDs vét§i vazebnou
afinitu, kdezto uhlikové tecky vykazuji oproti GQDs vy$s§i maximalni kinetickou rychlost. Tyto
rozdily jsou pravdépodobné zptisobeny také povrchovymi odli§nostmi. Oba nanomaterialy maji
elektro i fotokatalytické funkce (Walther ez al., 2020). CQDs i GQDs jsou v moderni mediciné
velice zadanymi nanocCasticemi piedevS§im diky svym unikatnim fotoluminiscencnim
schopnostem. Uhlikové kvantové tecky maji nejvys$si optickou adsorpci v UV oblasti
230-320 nm, kdezto u grafenovych kvantovych tecek je rozsah optické adsorpce v rozmezi
270-390 nm. GQDs se zaroven vyznaCuji vyrazn€j§im kvantovym vytézkem nez CQDs
prevazné kvuli své vysoké mife krystalinity, ktera vznika v disledku jejich vrstevnatého
usporadani. Vliv na fluorescen¢ni schopnosti obou nanomaterialtt ma predevsim velikost Castic,
excitani  vlnova délka, polarita rozpoustédla ¢ mira povrchové oxidace

(Alaghmandfard et al., 2021).

Syntéza CQDs 1 GQDs je jednoducha a neni pfili§ nakladna. Oba typy se produkuji
tzv. top-down a bottom-up metodami, pfi¢emz u CQDs se uplatiiuji predevs§im bottom-up
techniky, u GQDs se wvyuzivaji prevazné metody druhého typu (Lin et al. 2016;
Tajik et al., 2020).

Z hlediska biomediciny jsou oba tyto materialy diky své fotostabilité, multifotonové
excitaci, biokonjugaci a elektrochemiluminiscenci vysoce vyuzitelné v zobrazovacich
a diagnostickych metodach jako fluorescencni proby (Choppadandi ez al., 2021). Dale jsou tyto
nanomaterialy studovany pro své potencialni pouziti pti distribuci 1éCiv. Terapeutika se v tomto
ptipad€ vazou diky kombinaci vazby, kterd se vytvaii mezi funkénimi skupinami na povrchu
teCek a lécivou latkou, elektrostatickym interakcim mezi pozitivné nabitym lé¢ivem a zaporné
nabitym povrchem kvantové tecky a hydrofilii téchto nanocastic. Dale GQDs a CQDs nachazeji

vyuziti jako optické senzory ¢i v biomonitoringu (Molaei, 2019).



Biokompatibilita je definovana jako schopnost latky fungovat v zivém systému
bez spousténi jakychkoliv nezadoucich biologickych odpovédi, tuto schopnost grafenové tecky
vykazuji vice nez vSechny ostatni uhlikové nanomaterialy a kovové nanomaterialy, proto
seuvazuje o jejich Sirokém vyuziti v moderni mediciné a biologickych oborech

(Ghaffarkhah et al., 2022).

3.3 Syntéza GQDs

Syntetické metody produkce grafenovych kvantovych tecek lze rozdélit do dvou
velkych skupin, jedna se o tzv. top-down techniky a bottom-up techniky (viz obrazek ¢. 3).
Vétsinou jsou to metody ne prilis§ nakladné a relativné jednoduse proveditelné (Lin et al., 2016).
Top-down metody slouzi pro hromadnou produkci GQDs, kdezto bottom-up techniky
jsou vyuzivany pii syntéze jednotlivych GQDs (Tajik et al., 2020).
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Obrazek ¢. 3: Principy top-down technik (nalevo) a bottom-up technik (napravo). Pievzato

z (Perini et al., 2020).

3.3.1 Top-down techniky

U téchto metod pfipravy grafenovych teCek dochéazi k rozstépeni C¢i nafezani
makroskopického prekurzorového materialu na nanosegmenty pusobenim chemickych,
elektrochemickych nebo fyzikalnich d&b. Mezi prekurzorové materialy mohou patiit
napi. grafen, oxid grafenu, uhlikové nanotrubice ¢i fullereny (Biswas et al., 2021).
Mezi nejcastéji provadéné top-down metody patii chemické oxidace, hydrotermélni metody,
mikrovinné a ultrazvukové metody, elektrochemické St€peni, CVD  metody

aj. (Shen et al., 2021).



3.3.2 Bottom-up techniky

Bottom-up techniky vyuzivaji precipitace prekurzorovych molekul, pficemz dochazi
k jejich polymerizaci a vytvaii se pozadované nanocastice (viz obrazek €. 4), jejich vysledkem
jsou grafenové kvantové teCky o rozmérech rtznych velikosti (Tehrani er al., 2019).
Bottom-up techniky zahrnuji fzi prekurzorovych molekul jako jsou napft. kyselina citronova
¢i glukoéza (Ghaffarkhah er al., 2022). Pii téchto metodach nejprve dochazi k tvorbé klastra,
které se nasledné shlukuji do kompaktnéjsich celki — nanocastic (Abou El-Nour et al., 2010).
K nejvyznamnéjSim metodam patii napt. karbonizace, mikrovinna pyrolyza, hydrotermalni
a solvotermalni techniky (Cui et al., 2021).
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Obrazek ¢. 4: Precipitace prekurzorovych molekul u bottom-up technik vedouci k tvorbé

nanocastic. Pfevzato z (Tehrani et al., 2019).

34 Fyzikalni vlastnosti GQDs

Grafenové kvantové tecky diky svym rozmérim, povrchu, kvantovému charakteru
a také okrajuim vykazuji mimofadné, atypické vlastnosti strukturni, povrchové, optické,

elektrické, elektrochemické a magnetické.

3.4.1  Strukturni vlastnosti GQDs

Grafenové kvantové teCky jsou nanocastice, které v lateralnich rozmeérech obycejné
nedosahuji vice nez 10 nm. Nejcastéji maji kruhovity nebo elipticky tvar, pfiCemz se mohou
vyskytovat také ve tvaru trojahelniku, ¢tverce nebo Sestithelniku. Oproti regulérnim uhlikovym
kvantovym teCkam se vyznacuji vyssi krystalinitou, maji vysoce usporadanou vnitini strukturu,
coz ovliviiyje jejich fyzikalni vlastnosti. Jsou tvofeny jednou ¢i malo vrstvami grafenu a jeho

krystalickou miizkou utvafenou uhlikovymi atomy v sp® hybridizaci. Pokud se tetky skladaji
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z vétsiho mnozstvi grafenovych vrstev, vzdalenost mezi platy je 0,334 nm ¢i vice v pripadé,
ze jsou na povrchu tecek navazané funkéni skupiny. Fyzikalné-chemické vlastnosti jsou velmi
ovlivnény zptsobem syntézy t€chto nanocastic, ale také defekty a deformacemi ve struktufe

teCek (Zheng et al., 2014).

3.4.2 Povrchové vlastnosti GQDs

GQDs maji ke svému objemu obrovsky povrch, ktery Ize modifikovat ¢etnymi
funkénimi skupinami, které maji zasadni vliv na jejich optické 1 elektrické vlastnosti.
Modifikace povrchu mize vést ke zménam ve fluorescenci tecek, jelikoz dochazi k prenosu
elektrického naboje mezi samotnou grafenovou teckou a jejimi funkénimi skupinami, taktéz
muze vést ke zméné dipolového momentu nanocastice, redoxniho potencialu ¢i jeji tzv.
bandgap, coz charakterizuje energii, které musi elektron dosahovat, aby mohl byt pfenesen
z valen¢ni vrstvy do vodivostni vrstvy. Dipolovy moment tecky zavisi predevS§im na jejim
tvaru, typu funk¢nich skupin a jejich pozici. GQDs mohou byt modifikovany napt. OH, CHO,
COCHs ¢i COOH skupinami. U grafenovych teek upravenych kyslikovymi funk&nimi

skupinami dochazi ke snizeni bandgap a tzv. rudému posuvu (Henna ef Pramod, 2020).

Do povrchu nanocastic jsou Casto také inkorporovany heteroatomy, které maji za ukol
vylepsit a optimalizovat fyzikalni vlastnosti grafenovych tecek (Henna er Pramod, 2020).
V pfipadé, ze u nékterych GQDs neni dobfe laditelna jejich fluorescencni schopnost
nebo neposkytuji vysoky kvantovy vytézek, lze tyto nedostatky vylepsit napf. adici atomu
dusiku ¢i siry do struktury nanocastice. Moznost heteroatomu penetrovat se do struktury GQDs
a modulovat jejich vlastnosti je zajisténa diky okrajovym vlastnostem a tzv. ,quantum

confinement® efektu (Benitez-Martinez er Valcarcel, 2015).

Typy okraji GQDs jsou podminény metodou své pripravy. Nejstabiln€jSimi
jsou tzv. , cikcak® (zig-zag) ¢i kieslovité (armchair) okraje. Spolu s celkovym tvarem grafenové
teCky okraje ovliviiuji elektronové, magnetické 1 optické vlastnosti (Sheng et al., 2012).
Diky svym povrchovym vlastnostem jsou GQDs konjugovatelné napt. s dalSimi nanomaterialy
prostfednictvim 7m-m vazby za vzniku hybridnich nanomateriald, s protilatkami, proteiny

a také s malymi nukleovymi kyselinami (Mansuriya et Altintas, 2020).
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3.4.3 Optické vlastnosti GQDs

Grafenové kvantové tecky maji silnou optickou absorbanci v UV oblasti, coz je dano
n-m piechody mezi uhlikovymi vazbami. Rozsah optické absorpce se tedy pohybuje
v rozmezi 270-390 nm (Alaghmandfard er al., 2021). Maji nastavitelné fluorescencni
schopnosti a jejich emisni zafeni muze byt excitovano velkym mnozstvim vlnovych délek
(tzv. multifotonova excitace), zaroven vsak také mizou emitovat svétlo o riznych vinovych
délkach, napt. zafeni v UV, modré, zelené, zlutozelené, zluté i Cervené oblasti. Tato vlastnost
je vysoce vyuzitelnd v zobrazovacich metodach. Tyto vlastnosti jsou umoznény vlivem
tzv. ,,quantum confinement efektu” (QCE), coz je jev zajistujici zmeénu fyzikalnich vlastnosti
pii zmenSeni do nanometrickych rozméri. QCE nastava, kdyz se nanocastice vyskytuji
v menS$ich rozmérech, nez kterych dosahuje tzv. Bohriv polomér, coz je nejpravdépodobné;jsi
vzdalenost mezi protonem a elektronem ve vodikovém atomu. NejCastéji po excitacti v UV
oblasti emituji GQDs modré a zelené svétlo. Emise grafenovych tecek je zavisla piedevsim
na vilnové délce excitacniho zafeni, pH prostfedi, typu rozpoustédla a rozmérech. GQDs
se vyznacuji vysokou stabilitou pod UV zafenim a nizkym fotobleachingem, coz predstavuje
jejich  vyhodu oproti tradicnim organickym fluorescenénim barvivim. Schopnost
fotoluminiscence je taktéz ovlivnéna konstituci tecek, jelikoz jejich vnitini emisi determinuje

grafenové jadro a povrchovou emisi modifikujici funkéni skupiny (Zhu et al., 2017).

3.4.4 Elektronové a elektrochemické vlastnosti GQDs

GQDs jsou uhlikaté nanocastice tvorené lehkymi atomy vyznacujici se nizkou
dielektrickou konstantou a relativni permitivitou (Zhu et al., 2017). GQDs
jsou elektrochemicky mnohem stabiln€jsi nez CQDs a jejich pocatecni potencial se blizi
hodnoté 0 V pravdépodobné vzhledem k urychlenému elektronovému pienosu zpusobenému
zvy$enym mnozstvim uhlikovych atomi v sp? hybridizaci. Vlastnosti jejich elektronového
transportu zavisi na vztahu mezi jadrem kvantové tecky, povrchovymi funkénimi skupinami,
jenz modifikuji jeji povrch a jejimi heteroatomy. Efektivni elektronovy pfenos je zajistén
vlivem obrovského povrchu kvantovych tecek ve vztahu k jejich objemu a charakterem okrajt.
V piipadé, ze grafenova kvantova tecka nese cetné kyslikové funkéni skupiny, pak se v urcitych
ohledech mohou jeji vlastnosti podobat oxidu grafenu (GO). Pokud jsou tyto kyslikové funkcni
skupiny ve velké mife zastoupeny v neokrajovych oblastech tec¢ky, pak v dusledku naruseni

vodivé sité sp® uhlikovych atomt dochazi ke zhorseni elektronového transportu. Naopak pokud
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jsou tyto funk¢ni skupiny situovany v okrajovych regionech, pak se takto upravené grafenové

teCky vykazuji katalytickou aktivitou (Zheng et al., 2014).

3.4.5 Magnetické vlastnosti GQDs

Magnetické vlastnosti grafenovych kvantovych tecek jsou ovlivnény jejich spinoveé
polarizovanymi elektronovymi stavy, geometrii a okrajovymi jevy. Okraje v cikcak a kreslovité
konformaci dokazou narusit spinovou polarizaci a zpusobit tak nulovy magneticky moment
kvantové teCky. Magneticky moment tecky mohou ovlivnit napt. prazdné prostory, strukturni
defekty a deformace v krystalické mfizce téchto nanocastic. U nizkodefektnich ¢astic
se vyskytuje tzv. paramagnetismus, tzn. jejich atomy maji trvaly magneticky moment

(Chung et al., 2021).

Trojuhelnikové a hexagonalni grafenové teCky s kieslovitymi okraji maji vzdy
energetické mezery mezi nejvyssim obsazenym molekulovym orbitalem (HOMO) a nejniz§im
neobsazenym molekulovym orbitalem (LUMO), coz zpusobuje jejich nulovy magnetismus.
Zakladni stavy trojuhelnikovych grafenovych tecek s cikcak okraji jsou spinové polarizované

a celkovy spin se linearné méni s rozméry nanocastice (Ma et Li, 2012).

3.5 Biokompatibilita a cytotoxicita GQDs

Grafenové kvantové teCky se vyznaCuji mimotadnou biokompatibilitou, tedy
schopnosti fungovat v zivych systémech bez toho, aniz by jejich pfi¢inou dochéazelo k vyvolani
nepiiznivé biologické odpovédi. Jejich biokompatibilita vychazi mimo jiné také z jejich skvelé
rozpustnosti ve vod€. V ramci uhlikovych nanomaterialli se jedna o nejméné cytotoxické
Castice vubec. I pfes svou vysokou slucitelnost s zivymi organismy se v§ak mohou v in vitro
a in vivo testech projevovat toxicky a mohou ovliviiovat fadu bunénych dé€ja a stavi
jako jsou napt. bunécna viabilita, oxidac¢ni stres, bunécny cyklus, vstup do organel a proliferace

(Hadad et al., 2020; Henna er Pramod, 2020).

Nejcastéjsim zpusobem bunécného uptaku a internalizace grafenovych kvantovych
teCek je endocytoza, a to predevsim tzv. kaveolarni raft-dependentni endocytéza a méné Casto
také  receptor-dependentni  endocytoza, ktera  vyuziva  klathrinovych  funkci.
Byl pozorovan vliv sGQDs na bunécné linie L929 (mysi fibroblasty), HT-1080 (burtiky lidského
fibrosarkomu), MIA PaCa-2 (buriky lidské rakoviny pankreatu), HelLa (buiky lidského
cervikalniho adenokarcinomu) a MG-63 (buriky lidského osteosarkomu). Pro experiment byly

mikrovinnou syntézou z extraktu hroznovych pecek vytvoreny GQDs se schopnosti

12



autoagregace (sGQDs). Ve vysledku doslo po 6 az 8 hodinach inkubace vSech uvedenych
bunéénych linii s grafenovymi teCkami k jejich internalizaci do bunétného jadra. Efektivni
internalizace do jadra buriky a jeho selektivni oznaCovani muze vést k vyvoji 1éCiv cilenych
pro pusobeni v této oblasti. U bunécné linie mySich fibroblasti 1929 byl dale in vitro testy
zkouman vliv sGQDs na bunécnou proliferaci a bunécny cyklus. I pies pisobeni vysokych
koncentraci (do 100 pg-ml') sGQDs na linii L929 po dobu 24 hodin nedoslo k prokazané
tvorbé reaktivnich forem kysliku a zaroven diky vstoupeni grafenovych tecek do jadra doslo
k urychleni bunécné proliferace. Po 4 hodinach inkubace byla pozorovana zvySena efektivita
S faze bunécného cyklu, kdy doslo k eskalaci z 8,76 % na 16,7 % a po 6—8 hodinach na 29,9 %.
V inkubovanych fibroblastech byla prokazana zvySena koncentrace molekul DNA. Nasledné
byl prostrednictvim CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy) pozorovan vstup sGQDs
(diky schopnosti autoagregace pii velikosti Castic 50-60 nm ve vodném roztoku) do jadra,
pficemz bunky byly zaroven obarveny DAPI. Po 8 hodinach doslo k vyzatfeni silné modré
fluorescence v této oblasti a po excitaci Cervenym laserem byla vidét jasné Cervend emise
grafenovych tecek v oblasti bunécného jadra. Prinik sGQDs do samotnych fibroblasti
byl zaznamenan po 2 hodinach, kdezto vstup do bunééného jadra po 6—8 hodinach inkubace

(Kumawat et al., 2017).

V jiném experimentu byly provedeny testy viability u bunécné linie MCF-7 (buriky
lidské rakoviny prsu) po 24 hodinach inkubace s FA-N-GQDs (tecky obsahujici dusikovy
heteroatom konjugované s kyselinou listovou). Ctyfi typy FA-N-GQDs byly syntetizovany
amidovou reakci z N-GQDs. Pripravené skupiny kvantovych tecek se lisily v celkovém obsahu
dusiku, od prvniho typu po ctvrty se jeho koncentrace zvySuje. Kyselina listova se vaze
na nadmérné exprimované receptory pro kyselinu listovou, které produkuji MCF-7 buiiky,
takze byly zaroven provedeny metody pro detekci rakovinnych bunek, kdy FA-N-GQDs mély
znazornit MCF-7 buriky diky svému modrému emisnimu zafeni. Po provedeni testii byly
FA-N-GQDs vyhodnoceny jako vhodné pro uziti v detekci rakovinovych bunék, pfi¢emz
nejintenzivnéj$i emisi se vyznaCoval Ctvrty typ obsahujici nejveétsi mnozstvi dusiku.
Pro zivotaschopnostni testy byla vyuzita CCK-8 metoda. Po inkubaci s jednotlivymi teCkami
na mikrodestiCce bylo zjisténo, ze viabilita bunék ¢ini 97,35 %, 96,56 %, 85,25 % a 83,36 %.
Nejvice cytotoxicky se tedy ukazal byt typ Ctvrty, ktery mél nejvyssi obsah dusiku, zaroven
ale poskytoval nejintenzivnéjsi emisi. Ve vSech ¢tyfech pripadech vsak bylo procento viability
nadstandardni, jelikoz se cytotoxicky standard pohybuje od 50 % do 70 %. Grafenové kvantové

teCky konjugované s kyselinou listovou tedy maji potencial pro vyuziti v detekénich metodach
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a vyznacuji se nizkou cytotoxicitou, pfi¢emz jejich biokompatibilita je ovlivnitelnd obsahem

dusiku (Feng et al., 2020).

Dal$i studie porovnava toxicky vliv GOs a GQDs na rakovinové bunécné linie
MGC-803 (bunky lidské rakoviny zaludku) a MCF-7. Po inkubaci obou bunécnych linii
s obéma typy nanomateriala byla diky TEM prokazana akumulace obou Castic v cytoplazmeé,
pficemz GQDs byly lokalizovany rovnéz v endoplazmatickém retikulu, GOs nikoliv.
Prostfednictvim TEM nesla prokazat internalizace castic do bunééného jadra. Uptake
byl prokazan efektivnéjsi u grafenovych kvantovych teCek vzhledem k menSim rozmérim
v porovnani s oxidem grafenu. Bylo zji§téno, Ze naprosta vétsina GQDs byla do buiiky pfijata
prostfednictvim kaveolarni raft-dependentni endocytézy. U bunék inkubovanych s GOs
byla prokazateln€ vy§si mira apoptotickych bunék nez pfi inkubaci s grafenovymi teCkami.
Diky fluorescen¢ni mikroskopii bylo pozorovano, ze jsou grafenové teCky schopny prostupovat
do bunécného jadra, coz naznacuje jejich potencidlni vyuziti v distribuci 1éCivych latek
s u¢inkem v této lokalité. Castice grafen oxidu i pies fluorescenéni analyzu byly nalezeny pouze
v cytoplazmé a do bunécného jadra tedy nevnikaly. Pii dalSich testech bylo zjisténo, ze oproti
GOs vykazuji u obou linii grafenové teCky vyssi celkovou biokompatibilitu diky nizsi produkci
reaktivnich forem kysliku a mensimu poskozeni mitochondrialni membrany v disledku

depolarizace (Wu et al., 2013).

Ackoliv GQDs dokazou kvili své chemické strukture vyvolat tvorbu kyslikovych
radikalt a v dasledku tohoto procesu také oxidacéni stres v burice, stale mohou pomahat udrzet
redukéné-oxidacni rovnovahu, ktera je v butice nastolend, a to predevsim diky jejich schopnosti
fungovat jak donor, tak také akceptor elektronti. Kli¢ova je tedy davka grafenovych kvantovych
teCek. GQDs mohou pusobit fototoxicky, dokazou tedy generovat reaktivni formy kysliku

po vystaveni excitacnimu zafeni (Ruan et al., 2018).

Déle byly provadény studie pro posouzeni cytotoxicity GQDs v ramci
radioterapeutickych procedur. Pro zjisténi bezpeCnych koncentraci téchto nanocastic
byly testovany buiky dvou linii — SW620 (buiiky lidského kolorektalniho karcinomu)
a HCT116 (buiky lidské rakoviny tlustého stfeva). Po tfidenni inkubaci SW620 bunék s GQDs
v koncentracich 50, 100 a 200 pg-ml™! nedoslo u inkubovanych bunék v porovnani s butikami
kontrolnimi k zadnym vyraznym zmeénam. U bunécné linie HCT116 za stejnych podminek
doslo po tiech dnech ke snizeni citlivosti bunék vii¢i GQDs a poklesu rustu. Ob€ bunééné linie

inkubované s GQDs v koncentraci 50 pg-ml™! po tfech dnech zistaly proliferativni a béhem
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dvou dnt nedoslo k vyraznym poklesim v bunécné viabilité, proto byla tato koncentrace

vyhodnocena jako vyhovujici pro nasledné radioterapeutické studie (Ruan et al., 2018).

Byl zkouman vliv rozpoustédla vyuzitého pfi mikrovinné top-down syntéze
na utvarené grafenové kvantové tecky a jejich vliv na biokompatibilitu s A-375 (buiiky lidského
melanomu) a Hela burikami. Prostfednictvim tfi raznych rozpoustédel (DMF, DMSO a voda)
byly vytvoreny ¢tyti typy GQDs, ptiCemz ¢tvrty typ byl navic pasivovan polyethylenglykolem
(GQD1, GQD2, GQD3, GQD3-F). Bunécné linie byly 24 hodin inkubovany s ¢tyfmi riznymi
variantami GQDs v koncentracich 0-44,4 ug-ml’!, testy viability byly provedeny s vyuzitim

kolorimetrického MTT testu (viz obrazek €. 5).
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Obrazek ¢. 5: Vysledky testt viability po inkubaci A-375 a HeLa bunék se ¢tyimi typy GQDs
pfi koncentracich 0-44,4 ug-ml!'. Pievzato z (Rajender et al., 2019).

Pii koncentraci 44,4 ug'ml! byla zjisténa nejvyssi viabilita u A-375 bungk
inkubovanych s prvnim typem kvantovych te€ek (GQD1), hodnota €inila 92 %. Naopak
nejnizsi viabilita byla pozorovana u A-375 a HeLa buné€k inkubovanych se tfetim typem tecek
(GQD3), kdy hodnota v obou piipadech dosahovala 79 %. U GQD3-F doslo oproti
nepasivovanému typu (GQD3) ke zvySeni bunécné zivotaschopnosti u obou linii na 81 %.
Roztoky vyuzité v prubéhu syntetického procesu a zaroven pouzita pasivacni Cinidla tedy
ovliviiuji kromé strukturnich vlastnosti GQDs také jejich samotnou biokompatibilitu

(Rajender et al., 2019).
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Pfi experimentu zaméfeném na syntézu luminiscencnich grafenovych kvantovych tecek
s vysokym kvantovym vytézkem byl zaroven provérovan jejich vliv na morfologii, integritu
cytoplazmatické membrany, hladinu ROS a miru apoptdézy bunek linie HeLa. Jako prvni
byl proveden test, ktery umoziioval mikroskopické pozorovani morfologickych zmén
podnicenych inkubaci s GQDs. HeLa buiiky byly inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté
37 °C sGQDs o koncentracich 50 a 100 pg-ml'. Mikroskopicky bylo vyhodnoceno,
ze se u bun¢k vystavenych obéma koncentracim neprokazaly zadné viditelné morfologické
zmeény. Mimo to bylo zjisténo, Ze se v obou piipadech GQDs internalizuji do cytoplazmatické
membrany a cytoplazmy. Diky CLSM byly GQDs pfi pozorovani zhodnoceny jako vyrazné
fotoluminiscenéni i pifi niz§i koncentraci 50 pg-ml', coz poukazuje na jejich vyuziti
v zobrazovacich metodach. Dale byly meéfeny zivotaschopnosti HelL.a bunék za aplikace
CCK-8 testu, kdy byly buriky inkubovany pifi GQD koncentracich 12,5, 25, 50, 100
2200 pg-ml™! po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C. Po provedeni testii viability bylo zjisténo,
ze srostouci koncentraci GQDs zaroven stoupa také jejich cytotoxicita a klesa
biokompatibilita, pfic¢emz u nejvyssi koncentrace (200 pug-ml!) byla vysledna zivotaschopnost
vymetena na 80 %. Tieti test se zabyval integritou cytoplazmatické membrany vystavenych
bunék. Pomoci LDH testu byly v supernatantu spektrofotometricky proméfeny koncentrace
LDH. HeLa buiiky byly inkubovany a oSetfeny stejné jako ptfi provedeni pfedchoziho testu.
Koncentrace LDH v supernatantu byla pfimo umeérna rostouci koncentraci GQDs. U pouzitych
koncentraci 12,5 a25 pg-ml! doslo v porovnani s kontrolnimi butikami pouze k mirnému
naruseni bunéfné integrity, pfiCemz buiky inkubované sGQDs o koncentraci
200 pg-ml ! vykazovaly oproti kontrole 50% nartist v obsahu LDH. Nasledné byly diky roztoku
obsahujicimu 2,7-dichlorfluorescein diacetat provedeny testy pro zjiSténi hladiny reaktivnich
forem kysliku. Test byl provadén za stejnych podminek jako dva ptedchozi testy a pfi stejnych
koncentracich GQDs. Narast ROS se ukazal byt pfimo umémy aplikovanym koncentracim
GQDs, pfi¢emz u bunék inkubovanych s GQDs v koncentraci 200 pg-ml'doslo k rapidnimu
narustu kyslikovych radikalt. Jako posledni byl vyhodnocen obsah bunék prochazejicich
apoptézou prii vyuziti stejnych podminek jako v ostatnich testech. Tyto koncentrace byly
vyhodnoceny s vyuzitim Annexinu V konjugovanym s FITC a za ptidavku PI, pficemz analyza
byla provedena prostfednictvim pritokové cytometrie. Ve vzorcich HelLa bun€k se pfi uziti
nizkych koncentraci (12,5 a 25 pg-ml!) vyskytovalo zanedbatelné mnozstvi apoptotickych
bunék a pii hodnoceni bunék inkubovanych pfi nejvyssi koncentraci GQDs bylo stale 80 %

vystavenych bun¢k nazivu. Davky a pouzité koncentrace grafenovych tecek tedy hraji zasadni
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roli v jejich biokompatibilité a cytotoxicité, priCemz toxické ucCinky obecné naristaji

se zvySujicim se obsahem GQDs ve vzorku (Jiang et al., 2015).

3.6  Bioaplikace GQDs

Grafenové kvantové tecky maji diky svym unikatnim fyzikalné-chemickym
vlastnostem Siroké vyuziti v moderni medicing a biologii. Prave diky své hydrofilii, chemické
inertnosti a optickym vlastnostem nachazeji tyto nanocastice uplatnéni napt. u zobrazovacich
metod (bioimagingu), jako biosenzory €i pii distribuci 1é€iv do bunek. Mimo jiné jsou to také
antibakteridlni a antimikrobialni Ccinitelé s katalytickymi a fotokatalytickymi ucinky

(Kansara et al., 2022).

3.6.1 Bioimaging (Zobrazovaci metody)

Vzhledem ke svym mimotfadnym fotoluminiscenénim vlastnostem, skvélé
rozpustnosti ve vode€, chemické inertnosti, fotostabilité, odolnosti vaci fotobleachingu
a biokompatibilité s buitkami jak v in vitro tak v in vivo studiich se daji grafenové kvantové
teCky vyuzivat v zobrazovacich biologickych a medicinskych metodach. Jedna se o mnohem
vyhodngjsi fluorescencni sondy, nez jsou organicka barviva ¢i polovodicové kvantové tecky
z divodu své vysoké fotostability a odolnosti vic¢i fotobleachingu (Karmakar et al., 2021).
Emise GQDs je obycCejné excitovana zafenim v UV oblasti, coz muze byt d€j Skodlivy pro zivé
buriky a biosystémy. V ramci zobrazovacich technik se Casto studuje vyznamna schopnost
multifotonové excitace. Emise GQDs je ovlivnitelnd mimo jiné také typem okraju a hodnotami
pH okolniho prosttedi (napft. cikcak okraje a alkalické prostredi vyvolavaji u GQDs intenzivni

emisni zafeni) (Wang et al., 2014; Kortel et al., 2020).

Za ucelem provedeni in vitro zobrazovacich testd vytvoril Zhu et al., 2017, grafenové
kvantové teCky se siln€ zelenou emisi z platd oxidu grafenu prostiednictvim jednokrokové
solvotermalni syntézy. Ve vysledku vznikly GQDs vysoce biokompatibilni a vhodné
pro oznacovani bunécnych struktur. V experimentu provadéném jinou védeckou skupinou
byly jednoduchou syntézou =z grafitového prasku sestrojeny zelené emitujici GQDs
pro zobrazeni lidskych jaternich rakovinnych bun€k. V porovnani stradi¢né vyuzivanymi
fluorescen¢nimi barvivy Alexa Fluor 488 a fluoresceinem vykazuji grafenové kvantové tecky
mnohem vyssi fotostabilitu nez zminéna barviva. Experiment in vitro provadény védeckou
skupinou Zheng et al., 2014, zahrnoval konjugaci GQDs s inzulinem, takto modifikované

kvantové teCky byly prostfednictvim metody TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
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Microscopy) pozorovany v interakci sinzulinovymi receptory zivych bunék. Dochéazelo
ke vzniku miniaturnich klastrti takto upravenych nanocastic, u kterych byl detekovan lateralni
pohyb k cytoplazmatické membrané a dale také vertikalni pohyb mezi cytosolem a oblastmi
cytoplazmatické membrany. Grafenové kvantové tecky maji tedy velké uplatnéni predevs§im
pii pozorovani dynamiky bunécnych d&ji. V ramci in vivo testi byl proveden védeckou
skupinou Nurunnabi er al., 2013, experiment, pfi kterém byly mySim intraven6zné podany
hydroxylované GQDs se zelenou fluorescenci. Fluorescencni signal byl pozorovan 12 hodin
po vpraveni v misté¢ nadorového bujeni, coz indikuje, ze by mohly byt GQDs vyuzitelné
pro zobrazovani povrchovych tkani napf. u rakoviny kaze. Naopak v hluboko ulozenych
tkanich a organech nebyl fluorescencni signal in vivo detekovan kvili excitaci a emisi o pfili§

kratké vinové délce (Wang et al., 2014; Kortel et al., 2020).

3.6.2 Biosensoring (Detekcni metody)

Grafenové kvantové tecky mohou byt rovnéz vyuzity pro detekce napt. kovovych
iontl, ¢i biomarkerd. Byl sestaven fotoluminiscen¢ni sensor zalozeny na GQD-aptamerové
sondé a oxidu grafenu pro detekci Pb>* iontdl, pfidemz GQD-aptamer slouzil jako fluorofor
pro jejich zachyceni. Pro efektivni odhaleni Pb2* iontfi byl uplatnén efektivni prenos elektrond
mezi GQD-aptamerem a GO. Takto sestaveny nanosenzor me¢l linearni rozsah do 400 nm,
ale jeho detekéni limit Cinil az 0,6 nm. Jelikoz se jak GQDs, tak GO vyznacuji vynikajici
biokompatibilitou, l1ze tento sensor vyuzivat v in vitro a in vivo studiich jako snimaci systém

(Wang et al., 2020).

Pro detekci biomarkerd byly sestaveny biosenzory snimajici napf. kyselinu
askorbovou, DNA, aminokyseliny ¢i dopamin. Pro detekci kyseliny askorbové byl vytvoren
biosenzor zalozeny na GQDs emitujici oranzové svétlo. Kyselina askorbova dokéaze pohlcovat
hydroxidové radikaly a obnovovat fluorescenci GQDs zhaSenou o-benzochinonem.
Diky tomuto  mechanismu je zminénd metoda velice vyhodna  pfedev§im

diky své univerzalnosti a vysoké selektivité (Wang er al., 2020).

Kromé detekce iontli kovii a biomarkerd se GQDs mohou vyuzivat také k nalézani
rakovinnych bun¢k v biologickych systémech. Hodnoty pH téchto tkani jsou obycejné nizsi
nez pH tkani zdravych. Pro tyto ucely byla vytvofena napt. pH-responsivni sonda zalozena
na GQDs, jejiz povrch byl modifikovan atomy siry a dusiku (pRF — GQDs). Tyto sondy
1ze vyuzivat pro odliSeni zdravych bunek od buneék nadorovych, jelikoz pfi zmeéné pH dochézi

zaroven ke zméné ve vyzarované fluorescenci (Wang et al., 2020).
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3.6.3 Distribuce léciv

Diky svému obrovskému povrchu dokazou tyto nanocastice vazat velké mnozstvi
terapeutickych latek, které jsou nasledné vnaseny do cilovych oblasti. Mezi Casto distribuovana
1é¢iva patii naptf. doxorubicin (DOX) ¢i docetaxel, které se vyuzivaji v rakovinové 1écbé
(Gulzar et al., 2016). GQDs poskytuji pro vazbu s chemoterapeutiky velky pocet vazebnych
mist, pro navazani terapeutik aromatického charakteru jsou také vyuzivany
n-orbitaly v grafenové miizce, tvorené uhlikovymi atomy v sp®> hybridizaci. Doch4zi
zde ke vzniku tzv. patrovych interakci, diky kterym se 1é¢iva mohou skladat na sebe bez toho,

aniz by dochézelo k tvorbé€ kovalentnich vazeb (Zhao et al., 2020).

Nejzkoumangjsi oblasti pro vyuziti GQDs z terapeutického hlediska je rakovinova
1é¢ba, tato skutecnost je dana diky zobrazovacim a distribu¢nim schopnostem téchto nanocastic.
GQDs v rakovinové 1écbé dokazou efektivné akumulovat 1é€iva jako jsou napt. doxorubicin
(DOX) ¢i cisplatina v bunééném jadie (viz obrazek €. 6), urychlit stépeni DNA a cytotoxicitu
téchto 1é¢iv v jadrech rakovinnych bunek. V experimentu doslo ke konjugaci GQDs s biotinem,
ktery zajistil jejich spolehlivé rozpoznani biotinovymi receptory, které jsou nadmérné
exprimovany rakovinnymi buikami. Na povrchu takto upravenych kvantovych tecek
byly navazany molekuly DOX piasobenim 7-m interakci a diky skvélym adsorpénim
schopnostem. Vzhledem k fotoluminiscenci grafenovych kvantovych tecek mohl

byt pozorovan dynamicky proces pfenosu DOX do bunécného jadra (Iannazzo et al., 2017).

Pfi kombinaci GQDs sionty médi vykazovaly bunky inkubované upravenymi
kvantovymi teCkami nékolikandsobné vyssi aktivitu pii §tépeni DNA nez pii pouziti stejné
modifikovanych ¢astic grafen oxidu (GO), tzn. GQDs dokazou zefektivnit nukleazovou aktivitu
bunék. Po aplikaci GQDs bez predchozich uprav bylo zjisténo, ze GQDs oproti GOs vyrazné
urychluji akumulaci DOX v bunécném jadre (viz obrazek ¢. 6) (Wang et al., 2013).

Pro acely rakovinové 1écby mohou byt GQDs vpravovany tzv. aktivnim cilenim, kdy
dochazi pfi tvorbé GQD nosicu ke konjugaci s protilatkami pro selektivni usmrceni nadorovych
bunék fyzisorpci, takto potazené Castice jsou smeéfovany do mist s vyskytem odpovidajicich
antigent. Nevyhodami této metody jsou pfitomnosti totoznych biomarkerti rovnéz ve zdravych
burikach a neefektivni cileni in vivo v dusledku pfitomnosti ¢etnych biologickych bariér, které

mohou zpomalovat distribuci nanoc¢astic (Gulzar et al., 2016; Yao et al., 2017).
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Obrazek €. 6: Mechanismus uptaku GQDs konjugovanych s doxorubicinem (DOX) a jejich
akumulace v bunéfném jadie prostiednictvim kaveolarni raft-dependentni endocytozy

a receptorem zprosttedkované endocytozy. Prevzato z (Wang et al., 2013).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

K provedeni naslednych experiment byly vyuzity dvé bunécné linie. Jednak linie
adherentnich mySich fibroblastt NIH/3T3 (American Type Culture Collection, USA,
kat. ¢.: CRL-1658) (viz obrazek ¢. 7) a také nadorova linie adherentnich HeLa bunék lidského
karcinomu délozniho hrdla (American Type Culture Collection, USA, kat. ¢.: CRM-CCL-2)

(viz obrazek ¢. 7).

Obrazek €. 7: A) Adherentni bunécna linie NIH/3T3 mysich fibroblasti pfi meéfitku 50 pm,
B) Nadorovd adherentni buné&cnd linie HeLa lidského karcinomu de€lozniho c&ipku
pii méfitku 50 pm.

4.1.1 Kultivace a pasazovani

S adherentnimi bunécnymi liniemi NIH/3T3 a HeLa byly provadény veskeré ukony
v in vitro podminkach, bylo tedy tfeba dané buriky kultivovat v inkubatoru s vnitini teplotou
37 °C v atmosféie obohacené o 5 % CO-. Burky rostly v kultivacnich lahvich s kultivaénim
médiem DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), které ma nizky obsah glukézy. Veskera

prace s burikami probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

Pti kultivaci bylo dilezité uchovavat rovnomémy narust buné€k na dné lahve, proto
je bylo nutné pravidelné pasazovat. Pii pasazovani bylo odsato puvodni médium pomoci
vakuové odsavacky. Bunky byly promyty PBS pufrem, aby doSlo k odstranéni fetalniho
bovinniho séra (FBS), které bylo obsazeno v médiu, jelikoz FBS inhibuje proteolytickou
aktivitu trypsinu, ktery byl aplikovan po promyti a odsati PBS pufru (Vrtacnik er al., 2014).
Bunky oSetfené trypsinem byly umistény do inkubatoru po dobu 3 minut, u€inkem trypsinu
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doslo k odlepeni adherentnich bunék od plastového dna kultivacni lahve. Pfidanim Cerstvého
kultivaéniho média do lahve bylo diky pfitomnosti FBS zastaveno pusobeni tohoto enzymu.
Déle byly bunky spoCitany a byl zjistén potfebny objem bunécné suspenze pro dalsi

experimenty.

4.2 Fyzikalni material (N-GQDs a N-GQDs se single atoms)

V této bakalaiské praci byly pouzity grafenové kvantové tecky dopované dusikem
(N-GQDs). Vzhledem k rychlému vyvoji nanomaterialt se jednalo o modifikované grafenové
teCky s ionty kov (manganu a médi) na jejich povrchu. Tyto ionty 1ze oznacit jako tzv. single
atoms, které mohou fungovat jako nanokatalyzatory a jsou v této dobé studované
(Zhao et al., 2020). Konkrétn€¢ byly ke znaCeni bunék vyuzity tii typy vzorkd: samotné
grafenové tecky (N-GQDs) a N-GQDs se single atoms (N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?").
Zasobni koncentrace N-GQDs ¢inila 1 mg-ml™!, u vzorkdi N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?*
byla 1,5 mg-ml™'.

Tyto nanomateridly byly syntetizovany z kyseliny grafenové dopované dusikem
stejnym zpusobem, jaky byl popsan ve ¢lanku védecké skupiny Panacek et al., 2022, akorat
s jiz uvedenymi typy single atoms. Syntéza spocivala v reakci fluorografenu s azidem sodnym,
tato reakce vedla k produkci grafenového derivatu dopovaného dusikem (NG). Nasledné
byl tento derivat oxidovan pusobenim kyseliny dusi¢né a jeho velikost byla pfislusné upravena.
Tento proces vedl k vytvoreni fluorescencni kyseliny grafenové (NGA) dopované dusikem
a karboxylovymi kyselinami. Na molekuly takto upravené kyseliny byly navazany single atoms
a prostifednictvim hydrotermalnich technik byly vyrobeny grafenové kvantové tecky, jejichz
vlastnosti byly dale optimalizovany. Charakterizace nanomaterialu byla provedena pokrocilymi

ptistroji pro HR-TEM, XPS, DLS (méfeni zeta potencialu) a fluorescencni spektroskopii.

Diky wvelikostni distribuci snimku grafenovych kvantovych tecek pofizeném
prostfednictvim metody HR-TEM byla velikost nanomateridlu stanovena na 3-5 nm

(viz obrazek ¢. 8).

22



Obrazek ¢. 8: N-GQDs vyobrazené metodou HR-TEM. Méfitko je 5 nm. Pfevzato
z (Panacek et al., 2022).

Prostfednictvim metody XPS bylo zméfeno =zastoupeni jednotlivych prvka
v nanoé&asticich N-GQDs-Mn?* (viz graf €. 1), u ostatnich typti nano¢4stic nebyl tento snimek
poskytnut, jelikoz bude zahrnut v budouci publikaci. Vystupy z rentgenové fotoelektronové

spektroskopie byly proptjceny Mgr. Martinem Petrem, Ph.D.

Dale byly Mgr. Davidem Panackem, Ph.D. metodou DLS zméfeny zeta potencialy
jednotlivych typa grafenovych tecek, kdy bylo zjisténo, ze povrchovy naboj N-GQDs odpovida
hodnoté 0,7 mV, N-GQDs-Mn?* maji povrchovy naboj -5,5 mV a u N-GQDs-Cu?* byl zméien
naboj -16,1 mV. Hodnoty zeta potencialt jsou dulezité z hlediska bunécného uptaku nanocastic
¢i cytotoxicity. Ale jelikoz maji dané nanomaterialy hodnoty zeta potencialu neutralni
az zaporné, lze usuzovat, ze NPs budou vykazovat toxicitu podstatné nizsi nez v piipade

nanocastic, které by se vyznacovaly hodnotami kladnymi (Havrdova et al., 2016).

Intensity (a.u.)

T T T T T T T
1400 1200 1000 800 600 400 200 0
Binding Energy (eV)

Graf &. 1: Prvkové zastoupeni v N-GQDs-Mn?* métené prostiednictvim metody XPS.
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Prostfednictvim  riiznych fluorescencni  spektroskopie byly charakterizovany

fotoluminiscencni vlastnosti syntetizovanych grafenovych kvantovych tecek (viz obrazek €. 9).
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Obrazek ¢. 9: Charakteristika optickych a fluorescen¢nich vlastnosti NGA-D, a) Porovnani
fotoluminiscencnich spekter grafenu (NG), grafenové kyseliny (NGA) a grafenovych tecek
(NGA-D) (ex = 470 nm, 0,5 mg-ml!), b) Excitaéné-emisni barevna mapa grafenovych tecek,
¢) UV-VIS absorpéni spektrum NG, NGA a NGA-D (se svymi derivaty) pii excitaci
Aex = 467 nm a fotoluminiscencni spektrum NGA-D pfi Aem = 527 nm, vlozka v hornim panelu
predstavuje vodnou disperzi NGA-D pii pusobeni okolniho svétla a pfi ozafeni svétlem
oA =365nm, d) Casova zavislost rozkladu fotoluminiscence (Aem =527 nm) s odpovidajici
exponencialni funkci (modra linie) pro odvozeni zivotnosti fluorescence. Pievzato

z (Panacek et al., 2022).

4.3  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.3.1 Pouzité chemikalie

e kultivaéni médium s nizkym obsahem glukézy Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.: 1906036)

e MTT roztok 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (5 mg-ml™t)
(Sigma Aldrich, kat. ¢.: CT01-5)
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deionizovana voda (dH20)
dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, kat. ¢.: 472301)
0,25% trypsin v EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢.: T4049)

fluorescen¢ni sonda pro stanoveni ROS CM-H;DCFDA (Thermo Fisher Scientific,

kat. ¢.. C6827)

4’ 6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) (5 mg-ml!) (Sigma Aldrich, kat. ¢.: D9542-5MG)

4.3.2  Pouzité soupravy

BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (BD Biosciences, kat. ¢.: 340242)

4.3.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

Ix fosfatovy PBS pufr (pH 7,4)

Do zéasobni lahve byl pfilit 1 1 deionizované vody, nasledné bylo ptidano 80,06 g NaCl,
2,01 g KCI, 2,45 g KH2PO4 a 17,8 g NapHPO4. Po promichani vznikl pufrovaci roztok

10x PBS. Pro pfipravu 1x PBS pufru byl smichan 10x PBS pufr s deionizovanou vodou

v poméru 1:9.

4.4

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

svételny mikroskop CKX31 (Olympus)

konfokalni mikroskop LSM 980 (Zeiss)

CO; inkubator NB-203XL (N-Biotek)

vakuova odsavacka F-36 (Fazzini)

laminarni box (Biohazard Bioban)

sucha vyhtivana lazeri (Major Science)

vodni lazen Julabo PURA 10 (Thermo Fisher Scientific)
pritokovy cytometr BD FACSVerse™ (BD Biosciences)
multidetek¢ni reader Infinite M200 PRO (Tecan)
trepacka MS 3 Digital (Ika Works)

pocitadlo bunék TC10™ Automated Cell Counter (Bio-Rad)
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

45.1 MTT Assay

Pro vyhodnoceni cytotoxicity grafenovych tecek piisobicich na vybrané bunééné linie
byla provedena MTT Assay. Jedna se o kolorimetrickou metodu, diky které lze stanovit
viabilitu bunék z hlediska funkcnosti mitochondrialnich enzymu. V pfipadé€ vitality bunék
dochazi pfi styku bun€k se zlutymi  krystaly = methyltetrazoliovych  soli
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) k jejich konverzi vlivem
bunécnych mitochondrialnich enzymt na fialové krystaly formazanu. Intenzita tohoto
fialového zabarveni je detekovatelna spektrofotometricky, pfi¢emz rostouci intenzita je pfimo
umeérna viabilité bunek. V piipadé vysoké cytotoxicity aplikované latky je intenzita zabarveni

niz8i nebo zadna (Sladowski et al., 1993).

Bunécna viabilita byla méfena u obou bunéénych linii po pouziti N-GQDs,
N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?* v koncentracich 50, 100, 150, 200, 250, 300 a 400 pg-ml’!
vzdy po 24h inkubaci. Po zpasazovani bunék, jejich spoCitdni a vhodném natfedéni
byla suspenze napipetovana (100 ul/jamka) do 96-jamkové desticky, pficemz do kazdé jamky
bylo aplikovano 1-10* bunék. Desti¢ka s butikami byla kultivovana po dobu 24 h v inkubatoru,
nasledné byly do jamek s vyjimkou kontrolnich jamek pifidany pfislusné vzorky tak,
aby se v jamce vyskytovaly ve zminénych koncentracich. Kazdy vzorek byl pii dané
koncentraci opakovan v triplikatu. Takto oSetfené burky byly inkubovany po dobu 24 h.
Nasledné byl aplikovan MTT roztok dle clanku Havrdova et al., 2016. Po uplynulé inkubacni
dobé byl obsah jamek vyklepnut do vylevky a jamky byly promyty vzdy 100 ul PBS pufru.
Byla smichana smés kultivatniho média a MTT roztoku, po promichani byla tato smeés
aplikovana do jednotlivych jamek vzdy po 100 pl. Nasledovala inkubace bun¢k s MTT
roztokem po dobu 4 h. Nasledné bylo k MTT roztoku piidano na jamku vzdy 100 ul DMSO.
Desticka byla po aplikaci rozpoustédla prenesena na michacku a po dostatecném promichani
byla prostfednictvim multidetekéniho readeru Tecan infinite M200 vyhodnocena intenzita
fialového zbarveni pfi zafeni o vinové délce 570 nm. Na zakladeé vyslednych absorbanci
ubunék se vzorky a absorbanci v kontrolnich jamkach byly zji§tény hodnoty bunétnych
viabilit, které byly vyneseny do grafii. Méfeni bylo pro kazdou bunéc¢nou linii opakovano

tiikrat, vysledek je tedy prumérem téchto tii méfeni.
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4.5.2 Meéreni produkce ROS (reaktivnich forem kysliku)

Mezi nejvyznamnéjsi kyslikové radikaly vyvolavajici bunéény oxidacni stres fadime
predevsim H>O», -O27, ‘OHa NO. Tyto latky maji potencial vyvolavat poSkozeni DNA ¢i RNA,
vnitrobunécnou oxidaci proteint a také peroxidaci lipidovych membran. Proti témto radikalam
pusobi fada antioxidaCnich intracelularnich enzymu jako jsou napf. superoxid dismutaza,
katalaza a glutathion peroxidaza. V nizkych koncentracich maji kyslikové radikaly predev§im

signaliza¢ni funkci (Wu et Yotnda, 2011).

K detekci produkce intracelularnich reaktivnich forem kysliku byla vyuzita
fluorescen¢ni proba CM-H2DCFDA (chlormethylovy derivat 2°,7 -dichlordihydrofluorescein
diacetatu), ktera pfi kontaktu s builkami prochazi bunéfnou membranou a internalizuje
se do jejich nitra. Sonda je pred aplikaci nefluoreskujici, po vniku vSak dochazi ucinkem
bunécnych esteraz k odsté€peni acetatové skupiny a takto opatfené molekuly mohou
byt oxidovany celou fadou kyslikovych radikalt, coz vede k tvorbé zeleného fluorescencniho
produktu. Rostouci intenzita métfené fluorescence je pfimo umérma bunécné produkci ROS

(Testa et al., 2011).

K meéfeni produkce kyslikovych radikalt byly vyuzity bunécné linie NIH/3T3 a HeLa,
které byly znaGeny grafenovymi nanocasticemi (N-GQDs, N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?*).
Postup ptipravy bunek byl stejny jako v pfipad€ méfeni bunécné viability, pficemz aplikované
koncentrace ¢inily pouze 50, 200 a 400 ug-ml™!, aby byly zvyraznény rozdily v produkcich
ROS. Oznacené buiiky byly inkubovany po dobu 24 hodin. VSechny vzorky byly aplikovany

v dané koncentraci tfikrat.

Dale byly buriky pfipraveny na samotné meéfeni produkce ROS dle clanku
Havrdova et al., 2016. Fluorescenni proba byla pfipravena dle doporuceni vyrobce.
50 pg sondy bylo rozpusténo ve 173 pul DMSO, tento roztok byl promichan. Prislusny roztok
byl smichan s PBS pufrem v poméru 1:100. Po preparaci pracovniho roztoku a vyklepnuti
obsahu desticky bylo do kazdé jamky aplikovano vzdy 50 pl roztoku. Po dvacetiminutové
inkubaci byla desticka podrobena méfeni pii excitacni vinové délce 492 nm a emisni vinové
délce 527 nm. M¢éteni vedlo k ziskani hodnot intenzity fluorescence, tato data byla nasledné
vyuzita pro tvorbu grafii produkce reaktivnich forem kysliku. Kazdé méfeni bylo opakovano
tiikrat, vysledné grafy byly vytvofeny z prumért vystupnich hodnot téchto tfi nezavaznych

méreni.
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4.5.3 Konfokalni mikroskopie

Jedna se o optickou metodu, kterd umoziiuje vysokorozliSovaci vizualizaci
biologickych vzorkt. Oproti klasické fluorescencni mikroskopii se vykazuje podstatné vétsim
rozliSenim, pfedev§im diky moznosti eliminace nezaostieného fluorescenéniho zareni
vzhledem k pfitomnosti konfokalnich clon, které tuto fluorescenci blokuji a na fotonasobic tedy
dopada predevSim ostré svétlo. Na rozdil od fluorescen¢ni mikroskopie také umoziiuje

zobrazovani objektd ve 3D (Elliott, 2020).

Pro vizualizaci grafenovych kvantovych tecek internalizovanych v burikach byly
vyuzity bunécné linie NIH/3T3 a HelLa. V prvni fad¢ doSlo ke zpasazovani bunécné kultury,
v disledku cehoz byla ziskana bunécna suspenze, ktera byla po smichani s pfislusnym
objemem Cerstvého média aplikovana do Ctyt vizualizacnich misek pro konfokalni mikroskopii
(I. — vzorek N-GQDs, 2. — vzorek N-GQDs-Mn?*, 3. vzorek — N-GQDs-Cu®*,
4. vzorek — kontrola). Pro tato méteni byly vyuzity specialni zobrazovaci misky se zten¢enym
dnem pro konfokalni mikroskopii p-Dish 35 mm (Ibidi). Kazda z misek obsahovala 1000 pl
bun&né suspenze smédiem a zaroven také 1-10* bunék. Pro ziskani nejlepsi mozné
fluorescence byly aplikovany nanogastice v koncentraci 400 pg-ml'. Po 48h inkubaci
byly jednotlivé obsahy misek vyklepnuty a misky byly promyty 500 ul PBS pufru, nasledné
bylo do misky aplikovano dalSich 500 ul PBS pufru pro nasledné zobrazeni. Dale
byly jednotlivé vzorky pozorovany prostfednictvim konfokalni mikroskopie. K vyobrazeni
bunék se vzorky nanocastic bylo vyuzito excitacni zafeni o vilnové délce 445 nm. Jelikoz
byl fluorescen¢ni signal zaznamenatelny az pii vy$si akumulaci nanomateriali v buiikach,
byly pro studium distribuce grafenovych tecek kontrolni buiiky a buiiky inkubované s N-GQDs
po vizualizaci naznaceny 20 pl barviva DAPIL, které vykazuje intenzivni modrou fluorescenci

avaze se na DNA v bunécném jadre.

4.5.4 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie je hojné vyuzivana metoda pro analyzu vSemoznych
charakteristik biologickych komponent, tato technologie umoziiuje studium celistvych bunék
¢i bunéénych organel a lze diky ni charakterizovat povahu analyzovanych Castic ve vzorku.
Analyzované komponenty pifevedené do suspenze pronikaji pratokovou celou jednotlivé
za sebou, jsou zde ozafovany a zaroven excitovany laserovym paprskem. Pii ozareni dochézi
k rozptylu svétla na dané castici. Rozptylova informace odpovida strukturnim a morfologickym

vlastnostem castice. Laser dopadajici na Castici zaroven vyvolava jeji excitaci, coz vede
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k vyzateni fluorescencniho emisniho zafeni. Intenzita fluorescence je pak pfimo umeérna
mnozstvi fluorescenéni proby navazané na danou komponentu. Pritokova cytometrie
je vyuzivana k ziskavani celé tady dat, napf. informace o bunéném cyklu, proliferaci,

membranovém potencialu atd. (Jaroszeski et Radcliff, 1999)

Jak jiz bylo zminéno, prutokovou cytometrii lze vyuzit mimo jiné pro analyzu
bunécného cyklu, ten predstavuje cyklicky sled udalosti, ktery spojuje probéhlé bunécné déleni
s délenim nasledujicim. Do tzv. interfaze se fadi G1, S a G2 faze. G1 faze predstavuje pfipravu
bunky na oCekdvanou DNA replikaci, v nadchazejici S fazi pak dochazi k samotné syntéze
DNA a v G2 fazi se burika chysta na nasledné bunécné déleni, které probiha v tzv. M fazi, ktera

jiz neni soucasti interfaze. V ramci bunééného cyklu existuji také faze GO, coz jsou klidové

etapy, ve kterych burky aktivné nepodléhaji bunénému cyklu (viz obrazek ¢. 10)

x INALAAN

(Schafer, 1998).

G2/M replikaéni M checkpoint na
checkpoint rozhrani metafaze
a anafaze

‘ G1/S restrikéni checkpoint
»

\

Obrazek €. 10: Schéma bunécéného cyklu a jeho dil€ich fazi se zvyraznénim jednotlivych

kontrolnich bodl a vyobrazenim prubéhu dané faze v nakresu bunék.

Bunécny cyklus je komplexni série udalosti, kterd vyzaduje spolehlivou regulaci. Tato
regulacni Cinnost je poskytnuta piedevsim tzv. CDK (cyklin-dependentni kinazy) a cykliny,
které dohromady vytvareji komplexy a umoziiuji prichod skrz tzv. checkpointy, coz jsou body
v prubéhu bunééného cyklu, které rozhoduji, zda bude buice dovoleno vstoupit do jeho dalsi
faze. Rozlisujeme tfi checkpointy — G1/S, G2/M a M. G1/8S restrik¢ni checkpoint je ovliviiovan
predevsim vyzivou a velikosti butiky, G2/M replikacni checkpoint reaguje na poskozeni DNA

¢i chyby vjeji replikaci, posledni checkpoint se nachazi na rozhrani metafdze a anaféze,
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kde zavisi na pifipojeni chromozomu k mitotickému vieténku. V piipad€, ze v prubéhu cyklu
dojde k poruse, je aktivita cyklin-CDK komplexu zablokovana a opétovna aktivace nastava

v okamziku vyteSeni tohoto problému (Wenzel et Singh, 2018).

Pro analyzu vlivu grafenovych kvantovych tecek na bunéény cyklus byly vyuzity
bunécné linie NIH/3T3 a HelLa. Po zpasazovani bunék byla bunécna suspenze smichana
s médiem aplikovana do kultivacni desticky, pficemz na jamku pripadlo 100 pl a zaroven
1-10* bunék. Takto piipravena desticka se nechala inkubovat po dobu 24 h. Po inkubaci
byly buriky v desti¢ce oznaCeny vzorky kvantovych tecek tak, aby se zde vyskytovaly
v koncentracich 50, 200 a 400 ug-ml!. Kazdy vzorek byl aplikovan v piislusné koncentraci
do tfi riznych jamek. Pfiprava buné€k pro prutokovou cytometrii probihala dle navodu kitu.
Po 24 h bylo pfed samotnym méfenim do kazdé jamky aplikovano 25 ul roztoku A kitu
pro priitokovou cytometrii BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit. Desti¢ka byla inkubovana
po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Po uplynulé dobé bylo do kazdé jamky dale aplikovano
20 pl roztoku B jiz zminéného kitu. Kultivacni desticka byla opét inkubovana po dobu dalSich
deseti minut pii pokojové teploté. Nasledné bylo aplikovano vzdy 20 pl roztoku C na jamku,
po poslednich deseti minutach inkubace, pii které byla desticka opatiena hlinikovou folii
a ulozena do lednice. Nasledné probéhla analyza vlivu kvantovych tecek na prubéh bunécného

cyklu pomoci pritokového cytometru pfimo z desticky.
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5 Vysledky

5.1 Meéreni cytotoxicity GQDs metodou MTT Assay

Za ucelem vyhodnoceni potencialniho cytotoxického pusobeni grafenovych
kvantovych te¢ek na vybrané bunécné linie byla vyuzita MTT Assay. Jedna se o metodu, ktera
umoziiuje stanoveni bunécné viability na zakladé intenzity fialového zabarveni suspenze
v dusledku pritomnosti formazanu, ktery vznika preménou methyltetrazoliovych soli funkénimi
mitochondridlnimi enzymy (Sladowski er al., 1993). Meéfen byl ucinek N-GQDs,
N-GQDs-Mn** a N-GQDs-Cu?* piisobicich na linie NIH/3T3 (viz graf & 2) a HeLa
(viz graf &. 3) pfi koncentracich 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 ug-ml™! po 24h inkubaci.
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Graf & 2: Vysledky méfeni ucinku N-GQDs, N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* v koncentracich
50, 100, 150, 200, 250, 300 a 400 pg-ml™! na viabilitu bunééné linie NIH/3T3 po 24h inkubaci.

Z grafu €. 2 bunécnych viabilit linie NIH/3T3 Ize vycist, ze pii pouziti kazdé z danych
koncentraci nanocastic nedoslo k upadku viability pod 90 %, coz indikuje nizkou toxicitu
pouzitych nanomateriald. Viability bunék u vSech pouzitych material nabyvaji, pfi postupu
koncentra¢ni fadou, uréitych podobnosti, tzn. pii zméné koncentrace z 50 na 100 pg-ml™!
dochazi ke zvyseni viability. U koncentrace 150 pg-ml! se viabilita ve viech ptipadech mirné

snizuje, tento pokles je zaznamenan i pfi koncentraci 200 pg-ml! a poté se pii prechodu
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na koncentraci 250 pg-ml™! viabilita zvys$uje (v piipadé N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?*)
nebo snizuje (v piipadé N-GQDs). Pii koncentraci 300 pg-ml! nastiva u N-GQDs
a N-GQDs-Mn** mimy nartst, u vzorku N-GQDs-Cu?** dochazi k poklesu a pii nejvyssi

koncentraci 400 pg-ml™! pak nastava snizeni viability ve vSech piipadech.
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Graf & 3: Vysledky méfeni ucinku N-GQDs, N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* v koncentracich
50, 100, 150, 200, 250, 300 a 400 pg-ml™!' na viabilitu buné&né linie HeLa po 24h inkubaci.

U grafu ¢. 3 lze pii pouziti N-GQDs pozorovat navySeni viability u linie HelLa
pfi zméné z koncentrace 50 na 100 pg-ml™!, naopak u N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* probih4
mirny pokles, pfi prechodu na koncentraci 150 pg-ml' se naopak zvySuje viabilita
u N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* a klesa v piipadé N-GQDs. U koncentrace 200 pg-ml! doslo
k zvyseni viability bunék v piipadé vzorki N-GQDs a N-GQDs-Cu?*, u vzorku N-GQDs-Mn?*
se viabilita naopak snizila. Zména na koncentraci 250 pg-ml™! vedla ke sniZeni viability bunék
inkubovanych s N-GQDs a N-GQDs-Mn?*, naopak u bunék inkubovanych s N-GQDs-Cu?*
vedla zména k nartstu. Pfi koncentraci 300 pg-ml™! se vyskytl jak nariist (N-GQDs) a pokles
(N-GQDs-Mn?*), tak stagnace buné¢né viability (N-GQDs-Cu®*). U nejvyssi aplikované
koncentrace 400 pg-ml™! doslo s vyjimkou buné&k inkubovanych s N-GQDs-Cu?* ke snizeni
zivotaschopnosti bunék. U zadného pouzitého vzorku a koncentrace nedoslo k nameéteni
bunécné viability nizsi nez 90 %. Tyto vysledky jsou v souladu s fadou studii, které potvrzuji

nizky vliv grafenovych tecek na buné¢énou viabilitu (Feng er al., 2020).
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5.2 Méieni oxidac¢niho stresu v dusledku produkce ROS

Pro meéteni produkce intracelularnich reaktivnich forem kysliku (ROS) buikami
inkubovanymi s grafenovymi teckami byla vyuzita fluorescencni proba CM-H>DCFDA.
Molekula préby reaguje s celou fadou ROS, tyto reakce vedou k oxidaci sondy, ktera
v disledku generuje fluorescenci. Intenzita naméfené fluorescence je ptimo umérna produkci
kyslikovych radikald burikami (Testa er al., 2011). Pro ucely meéfeni produkce ROS
byly bunééné linie NIH/3T3 (viz graf ¢. 4) a HeLa (viz graf ¢. 5) po dobu 24 h inkubovany
s N-GQDs, N-GQDs-Mn** a N-GQDs-Cu?** za aplikovanych koncentraci 50, 200
a 400 pg-ml™,
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Graf ¢. 4: Vysledky méfeni produkce ROS bunécnou linii NIH/3T3 po 24h inkubaci
s N-GQDs, N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* aplikovanych v koncentracich 50, 200
a 400 pg-ml,

Graf €. 4 u linie NIH/3T3 vyobrazuje skutecnost, ze pii postupu od nejnizsi po nejvyssi
koncentraci u vSech nanomateriall dochazi ke zvySovani produkce ROS, pfiCemz
nejvyznamnégjsi produkci lze pozorovat u bunék inkubovanych s N-GQDs-Mn>*, kdezto
nejniz§i produkce ROS byla zaznamenana u bunék se vzorkem N-GQDs-Cu?*. Ve vyssich

koncentracich vyvolavaji grafenové kvantové tecky tvorbu zvySeného mnozstvi kyslikovych
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radikall, a tudiz mohou v téchto koncentracich vyvolavat intenzivnéjsi oxidacni stres. AvSak

buriky osetiené N-GQDs-Mn>* vykazovaly ze viech nejvyssi produkei kyslikovych radikald.
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Graf ¢ S: Vysledky méfeni produkce ROS bunécnou linii HelLa po 24h inkubaci
s N-GQDs, N-GQDs-Mn?* a N-GQDs-Cu?* aplikovanych v koncentracich 50, 200
a 400 pg-ml,

Z grafu €. 5 bunécné linie HelLa lze vypozorovat rostouci produkci ROS se zvySujici
se koncentraci vSech nanocastic. U nejvys§i koncentrace produkovaly kyslikové radikaly
nejintenzivngji butiky znaené N-GQDs-Mn?*. Produkce ROS je mezi buitkami znadenymi

N-GQDs a N-GQDs-Cu?* vyrovnana.

5.3  Vizualizace distribuce GQDs konfokalni mikroskopii

Pro vizualizaci fluorescence grafenovych kvantovych teCek internalizovanych
do bunek linii NIH/3T3 a HeLa byla vyuzita konfokalni mikroskopie, ktera poskytuje oproti
klasickym  fluorescen¢nim  mikroskopickym metodam podstatné veét§i  rozliSeni.
O vysokorozliSovaci mikroskopickou metodu se jedna mimo jiné také kvuli tomu,
ze pred zobrazenim dochazi k vyselektovani zaostrené fluorescence, a vysledny obraz je tedy
velice ostry (Elliott, 2020). Distribuce byla pozorovana u vzorkd N-GQDs, N-GQDs-Mn?**

a N-GQDs-Cu?* pii koncentraci 400 pg-ml™. Inkubace s grafenovymi nanodasticemi trvala
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48 hodin (pfilohy €. 1, 2 a 3). Pozorovana byla také cista suspenze s burikami, kterd slouzila
jako kontrola pro porovnani s ozna¢enymi buiikami (pfiloha ¢. 4). Pro vyobrazeni byla vyuzita
excitaéni vinova délka 445 nm, ktera nasledn€ vybudila zelenou fotoluminiscenci nanocastic.
Pro posuzovani distribuce grafenovych tecek v buikach byly kontrolni buiky obarveny
barvivem DAPI (pfiloha €. 5), které se vyznacuje intenzivni modrou fluorescenci v oblasti
bunécného jadra. Taktéz byl zachycen snimek, na kterém lze pozorovat fluorescenci v buiikach
s N-GQDs po 24h inkubaci a DAPI (pfiloha ¢. 6). Vramci bunécné linie NIH/3T3
bylo pozorovatelné intenzivni emisni zafeni, avSak na ukor vysoké koncentrace nanocastic
doslo u téchto buné€k k naruseni integrity a nanocastice tedy pronikaly pfes membranu mnohem
snadnéji. U bunécné linie HelLa nebyla pozorovana témér zadna fluorescence u bunck

oznacenych grafenovymi teCkami, tudiz tyto snimky nebyly mezi vysledky zarazeny.

Priloha €. 6: NIH/3T3 oznacené N-GQDs a barvivem DAPI v PBS vizualizovany konfokalnim
mikroskopem. M¢fitko je 20 pm.

U NIH/3T3 bunék oznacenych grafenovymi teckami byla nejvyssi mira fluorescence
pozorovana u téch inkubovanych sN-GQDs-Mn** (piiloha & 2). Kontrolni snimek
(ptiloha ¢. 4) dle oCekavani nevykazoval zaddnou fluorescencni aktivitu. Builky inkubované
s N-GQDs (piiloha & 1) a N-GQDs-Mn?* (piiloha ¢. 2) po dobu 48 hodin vyzafovaly
fluorescenci také v bunééném jadre pravdépodobné diky jejich vyskytu v apoptotickém stadiu,
kdezto u bunék s N-GQDs-Cu?* (ptiloha ¢&. 3) doslo k nashromazdéni fluorescence pii vn&j$im

ohrani¢eni bunéfného jadra v cytoplazmé, piiCemz fluorescence zde neni pfili§ silna.
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Na snimku (pfiloha €. 5), kde jsou buiiky obarveny fluoroforem DAPI dochazi k vyzatfeni
intenzivni modré fluorescence v oblasti bunécného jadra dle ocekéavani. Posledni snimek
zachycuje butiky znacené N-GQDs a zaroven DAPI (pfiloha ¢. 6), zde lze pozorovat,
7ze N-GQDs jsou distribuovany piedevsim okolo bunécného jadra ale povétSinou v jeho

bezprostfedni blizkosti, kdezto DAPI je asociovano predevsim s DNA v bunécném jadre.

5.4  Analyza bunécného cyklu pomoci priutokové cytometrie

Za ucelem vyhodnoceni vlivu grafenovych kvantovych teCek na bunécny cyklus
byla vyuzita pritokova cytometrie. Pritokova cytometrie je analytickou metodou umoziujici
proméfovani jednotlivych bunék a diky tomu také urceni fazi bunééného cyklu. Vliv N-GQDs,
N-GQDs-Mn** a N-GQDs-Cu?* na bunéény cyklus, za pouziti koncentraci 50, 200
a 400 pg-ml™, byl pozorovan u linii NIH/3T3 (viz grafy ¢. 6, 7 a 8) a HeLa (viz grafy ¢. 9, 10
a 11), pricemz vzorky pusobily na buiniky po dobu 24 hodin. Data ziskana u bunécné linie
NIH/3T3 pii nejvyssi koncentraci 400 pg-ml™!' nemohla byt zahrnuta, vzhledem k technickym
komplikacim v priibéhu jejich ziskavani, u bungk osetienych N-GQDs-Mn?* nebyla ze stejného

diivodu zahrnuta ani data z méfeni pfi koncentraci 200 pg-ml™'.

Graf ¢. 6 znazornuje vysledky pusobeni N-GQDs na bunécnou linii NIH/3T3.
Bylo naméfeno minimalni zastoupeni bunék v S fazi, jak v pifipadé oznacenych bunék,
tak u bunék kontrolnich. Nejvétsi pocCet bunék byl pozorovan ve fazich GO/G1 a G2/M. Neni

pozorovan zadny vyrazny trend zvySovani mnozstvi bun€k ve fazich pii rostouci koncentraci.
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Graf €. 6: Vysledky méfeni vlivu N-GQDs na bunécny cyklus linie NIH/3T3 po inkubaci 24 h
pfi koncentracich 50 a 200 pg-ml.
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V grafu &. 7, ktery vyobrazuje vysledky piisobeni N-GQDs-Mn?** na buiiky linie
NIH/3T3 pii koncentraci 50 pg-ml, Ize oproti kontrole zaznamenat nepatrné navyseni poctu
bunék v S fazi na ukor bunék v GO/G1 fazi, avSak v ramci odchylek se nejednalo o vyznamny
rozdil. Buiikky oznacCené nanoc¢asticemi nevykazuji oproti kontrolnim butikdm zadné vyraznéjsi

zmény v bunéném cyklu.
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Graf & 7: Vysledky méteni vlivu N-GQDs-Mn?* na buné&ny cyklus linie NIH/3T3 po inkubaci
24 h pii koncentraci 50 pg-ml.

Graf & 8 znazoriiuje vysledky méfeni vlivu N-GQDs-Cu?* v koncentracich
50 2200 ug'ml! na buiiky linie NIH/3T3. Oproti kontrole nebyly naméfeny u bunék

oznacenych vzorky vyrazné rozdily v jednotlivych fazich.
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Graf &. 8: Vysledky méfeni vlivu N-GQDs-Cu?* na bun&eny cyklus linie NIH/3T3 po inkubaci
24 h pfi koncentracich 50 a 200 pg-ml'.
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Graf ¢. 9: Vysledky méfeni vlivu N-GQDs na bunéény cyklus linie HeLa po inkubaci 24 h
pfi koncentracich 50, 200 a 400 pug-ml.

Graf ¢. 9 znazornuje vysledky méfeni vlivu N-GQDs pusobicich na bunécnou linii
HeLa. U vSech aplikovanych koncentraci 1ze pozorovat nejvyssi zastoupeni bunek ve fazi
GO0/G1 (okolo 60 % bunék). PiiCemz nejnizsi podily bunek v této fazi byly u aplikovanych
koncentraci 50 a 400 pg-ml™! a naopak nejvyssi pii koncentraci 200 pg-ml!. Podil bunék ve fazi
G2/M se pohyboval okolo 20 az 30 %, pfiCemz nejmens$i mnozstvi bunék v této fazi
bylo naméfeno pii koncentracich 200 a 400 pg-ml! naopak nejvétsi u koncentrace
50 ug-ml™!. Buiiky v S fazi tvofi nejmensi podil zkoumanych bunék (cca 10 %), nejnizsi pocet
bun&k v této fazi byl zaznamenin u koncentrace 50 pg-ml! a nejvyssi pii 400 pg-ml,
S rostouci koncentraci vzorku byl naméfen narast v podilu bun€k u S faze, v ramci ostatnich
fazi tento trend nebyl pozorovan, jev by mohl byt zapficinén replikaci DNA u vétSiho mnozstvi
bunék. fazi tento trend nebyl pozorovan, jev by mohl byt zapfic¢inén replikaci DNA u vét§iho

mnozstvi bunék.

Podobné jako v grafu ¢. 9 1 ugrafu ¢. 10 lze pozorovat nejvyssi procentudlni
zastoupeni HeLa bunék ve fazi GO/G1. Naopak nejnizsi podil bun€k byl zachycen v S fazi.
Vysledné hodnoty jsou velice podobné mezi koncentracemi 50 a 200 pg-ml™. Nejméné bunék
v G2/M fazi bylo naméfeno pii koncentraci 400 pg-ml'. Jediny pozorovatelny trend
lze zaznamenat u bunc¢k v S fazi, kde se jejich pocCet zvySuje srostouci koncentraci,

coz by mohlo naznafovat postupné snizovani bunécné proliferace (Sun er al., 2015).
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S vyjimkou bunék v S fazi u nejvyssi koncentrace nelze pozorovat vyraznéjsi rozdily oproti

kontrole.
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Graf & 10: Vysledky méfeni vlivu N-GQDs-Mn?* na bunéény cyklus linie HeLa po inkubaci
24 h pfi koncentracich 50, 200 a 400 pg-ml™.
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Graf & 11: Vysledky méfeni vlivu N-GQDs-Cu?* na bun&ny cyklus linie HeLa po inkubaci
24 h pti koncentracich 50, 200 a 400 pg-ml™.

V grafu €. 11 byly zachyceny vysledky analyzy vlivu N-GQDs-Cu?* na buné&nou linii
HeLa. S rostouci koncentraci 1ze pozorovat mirnéjsi narast zastoupeni bunek v GO/G1 fazi,
tento jev by mohl znamenat zadrzeni bunék v této fazi a potencialni nastupujici apoptozu
nebo zdrzeni diky checkpointu GI1/S, ktery kontroluje velikost a vyzivu buiky

(Wenzel et Singh, 2018). Zaroven dochazi k plynulému vyraznému nartstu mnozstvi bunek
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v S fazi, coz by mohlo naznaovat potlaeni bunééné proliferace s rostouci koncentraci
(Sun et al., 2015). Naopak doslo k poklesu v pocetnosti bunek ve fazi G2/M. V ptipad€ bunék
znadenych N-GQDs-Cu®* tedy ma koncentrace pravdépodobné vyrazngjsi vliv na bunétny

cyklus.
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6 Diskuse

V experimentalni ¢asti bylo studovéno, jaky vliv maji klasické grafenové tecky
(N-GQDs) a grafenové tecky s navazanymi single atoms (N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?*)
na nékteré bunécné funkce (viabilita, produkce ROS, bunécny cyklus) a byla méfena jejich
distribuce a fluorescence v bunécnych liniich NIH/3T3 a HelLa. Grafenové kvantové tecky
jsou vzhledem ke svému uhlikovému pivodu a mimo jiné také skvélé rozpustnosti ve vodé
povazovany za vysoce biologicky kompatibilni. (Hadad et al., 2020; Henna et Pramod, 2020;
Biswas et al., 2021).

Zaroven byly porovnany rozdily v pasobeni jednotlivych nanocastic mezi sebou.
Dle védecké skupiny Luthen et al., 2007, mohou Mn?* ionty v nékterych ptipadech navozovat
zmény bunécné proliferace v disledku mozné inhibice fosforylace signalnich proteint. Skupina
Suwalsky et al., 1998, uvedla, ze Cu>* ionty maji v nékterych piipadech schopnost zplisobit

odchylky v permeabilité membran nebo vodivostni zmény iontovych prenaseci.

Testy viability prokazaly, ze u obou bunécnych linii byla vysledna viabilita pti vyuziti
viech koncentraci N-GQDs, N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?* vyssi nez 90 %, coz dle oéekavani
poukazuje na vysokou biokompatibilitu grafenovych te¢ek s bunécnymi liniemi, a tudiz jejich
nizkou cytotoxicitu. V ptipadé bunék NIH/3T3 se nejvyssi viabilitou po inkubaci vyznacovaly
butiky inkubované s ¢&istymi N-GQDs pfi vsech koncentracich. U N-GQDs-Mn?**
a N-GQDs-Cu?* doslo oproti N-GQDs k mirnému poklesu. Jednotlivé vzorky grafenovych
teCek pusobicich na linii HeLa mély pfiblizné vyrovnané vlivy na viabilitu. Obecné lze fict,
7e pti nejvyssi koncentraci (400 pg-ml™') dochazi k poklesu bun&ené viability a Ize odekavat,
ze by ptfi dals$im navySovani davky nastal jesté vétsi pokles. Vysledky dale naznacuji
skute¢nost, ze Mn?* a Cu®* ionty navazané na &asticich nemaji vyrazngjsi vliv na buné&nou

viabilitu.

Feng et al., 2020, aplikovali FA-N-GQDs na nadorové buriky MCF-7 (buiky lidské
rakoviny prsu), tyto grafenové teCky pasobily na bunky po dobu 24 h. Vyhodnoceni viability
bylo provedeno testem CCK-8, pficemz vysledné hodnoty klesly pod hodnotu 90 %, avSak stale
se jednd o nadstandardni vystup. Rozdil ve vlastnich hodnotach viabilit a téch ziskanych
z publikace, tzn. pokles pod 90 %, mohl byt zapfic¢inén napt. funkcionalizaci teCek kyselinou

listovou.
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Vysledky této prace ukazuji, ze 1 za témér neovlivnénou viabilitou maze byt schovany
znany oxidacni stres, se kterym se buriky musi vyrovnat. Ten maze byt vyvolan intracelularni
distribuci nanomaterialu nebo pfipadné pfimo reakci s nékterymi organelami
(Dayem et al., 2017). V obou ptipadech byl zaznamenan pti postupném zvySovani koncentraci
nanocastic narast v bunééné produkci ROS, pri¢emz nejvyssi eskalace nastala v pripadé bunék
oznaéenych N-GQDs-Mn?**. U linie NIH/3T3 byla nejméné intenzivni tvorba ROS
zaznamenana u bunék oSetfenych N-GQDs-Cu?*, kdezto v piipadé linie HeLa byla produkce
ubun&k inkubovanych s N-GQDs a N-GQDs-Cu?* velice vyrovnana. ZvySena produkce
reaktivnich forem kysliku u bunék inkubovanych s N-GQDs-Mn?* odpovidd poznatku
v publikaci skupiny Bonke et al., 2015, ktera uvadi, ze Mn** ionty maji potencial indukovat

produkci H>O> v mitochondriich.

Dalsi moznosti podminéni produkce ROS muze byt rozdilny povrchovy naboj
nanomateriald. U N-GQDs byl naméfen zeta potencial 0,7 mV, pfiCemz tento typ nanocastic
vyvolaval u linie NIH/3T3 nejnizsi produkci ROS, u nadorové linie HelLa byla vysledna
produkce  velice  vyrovnana svysledky ubunék  znadenych  N-GQDs-Cu®*.
N-GQDs-Cu?* mély povrchovy naboj -16,1 mV, jedna se tedy o hodnotu niz§i nez v piipadé
N-GQDs-Mn?** (-5,5 mV), které vyvolavaly nejintenzivngj§i oxidacni stres. V piipadg,
ze by platilo pravidlo ¢im niz§i povrchovy naboj Castice, tim intenzivnéjs§i oxidacni stres,
musely by ve vysledku buriky znagené N-GQDs-Cu?* produkovat nejvice ROS, coz rozporuje
vystupu z méfeni. Goodman et al., 2004, uvedli, ze v disledku negativniho naboje
cytoplazmatické membrany, budou nanocCastice se zapornym povrchovym nabojem
pii kontaktu membrany vice inertni nez nanocastice s nabojem kladnym. U NPs s kladnym
povrchovym nabojem je tudiz vét§i pravdépodobnost poruseni membrany a vyvolani
bunécného stresu. V provedeném experimentu tedy povrchovy naboj podle vSeho neni hlavni

pfic¢inou navyseni produkce kyslikovych radikalt.

Vzhledem k fluorescenénim schopnostem téchto grafenovych kvantovych tecek
byla pozorovana jejich emise a zaroven distribuce téchto nanocastic v buikach, které s nimi
byly inkubovany. Tato vizualizace prob&hla pfi excitacni vinové délce 445 nm za tcelem
ziskani co nejkvalitnéjSich vysledkt. Bunécna linie Hela pfi vizualizaci nevykazovala témér
zadnou fotoluminiscenci, 1 presto, ze inkubace probihala po dobu 48 h pfi koncentraci
400 pg-ml!. Z tohoto diivodu nebyly snimky této bundéné linie zahrnuty ve vysledcich.
U NIH/3T3 bunék byla zaznamenana podstatné vyrazng€jsi fotoluminiscence, avSak u bunék

inkubovanych
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s N-GQDs (piiloha ¢. 1) a N-GQDS-Mn?* (piiloha & 2) byly te¢ky pozorovany i uvnitf
bunééného jadra, jelikoz po 48h inkubaci mohla byt integrita bunééného jadra naruSena a vést
k bunécné smrti. K ziskani optimalni fluorescence by bylo potieba inkubovat burky s teCkami
po delsi dobu, avsak delsi vystaveni bunek teCkam muze pasobit proti bunécné viabilité. Buriky
inkubované s N-GQDs-Cu?* (ptiloha ¢&. 3) vyzatovaly velice slabou fluorescenci, ale je patrné,
ze probéhla agregace t€chto nanocastic vyhradné v cytoplazmé pii vnéjsi ¢asti bunééného jadra.
Podobny vysledek prinesl snimek bunek inkubovanych s N-GQDs a zaroven barvenych DAPI
(priloha €. 6), kdy lze pozorovat jasn€ modrou fotoluminiscenci v bunécném jadre zptisobenou

DAPI a agregaci grafenovych tecek v cytosolu okolo bunécného jadra.

Podobné vysledky ziskali také Su er al., 2020, ktefi pozorovali metodou CLSM
modrou fluorescenci N-GQDs vybuzenou excitatnim zafenim o vinové délce 405 nm u HelLa
bunék inkubovanych snanoCasticemi po dobu 24 hodin. Sledovali shromazdéni
N-GQDs predevsim v cytosolu okolo bunééného jadra a ucinnou internalizaci teCek do nitra

bunék diky jejich nanometrickym rozmeéram.

V ramci testd cytotoxicity bylo rovnéz provedeno méfeni za ucelem studia vlivu
vybranych grafenovych tecek na bunécny cyklus linii NIH/3T3 a HelLa. Pozorovany byly
t¢inky N-GQDs, N-GQDs-Mn** a N-GQDs-Cu?* pii koncentracich 50, 200 a 400 pg-ml!
po 24h inkubaci. Data ziskana u bunék NIH/3T3 oznacenych nanocasticemi ve vysokych
koncentracich (400 pg-ml!, u N-GQDs-Mn?** také 200 pg-ml') nemohla byt vzhledem
k technickym komplikacim pfi méfeni uvedena. V pifipadé potencidlniho vyuziti téchto
nanoéastic v protinadorové 16¢bé, by nebylo vhodné aplikovat grafenové tecky znadené Mn2*
iontem, jelikoz ze vSech aplikovanych NPs podnécovaly nejvétsi zmény v bunécném cyklu
zdravych bunek. U bunééné linie NIH/3T3 bylo naméfeno nejvyssi zastoupeni bunek ve fazich
G0/G1 a G2/M, pti aplikaci N-GQDs byla tato mnozstvi velice vyrovnana. V piipadé
N-GQDs-Mn?** a N-GQDs-Cu?* byl mirn& vétsi podil sledovan u faze G2/M, coz by mohlo
znamenat, ze single atoms na povrchu tecek podporuji déleni zdravych bunék. U zadného
pouzitého nanomaterialu nebyl se zvySujici se koncentraci zjistén vyraznéjsi postupny narast
poctu bunék ve fazich, rozdily v pouzitych koncentracich tedy pravdépodobné nemaji v tomto
ptipad¢ piili§ velky vliv.

U nadorové linie HeLa lze pozorovat odlisné vysledky meéteni, jelikoz ve vSech
ptipadech bylo na rozdil od NIH/3T3 nejvétsi zastoupeni bunék v GO/G1 fazi (60 az 70 %),
bunky v G2/M fazi tvorily 20 az 40 % a buiky v S fazi tvorily nejmensi podil (5 az 10 %),
pti¢emz podil bunék v této fazi je vétsi nez u NIH/3T3. Vysoké zastoupeni bunék v GO/G1 fazi
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naznacuje, ze vétSina buné€k neprochazi az do S faze, coz muze mit za nasledek potencialni
navozeni apoptozy (Liu et al., 2020). U bungk znadenych N-GQDs-Cu?* Ize vidét plynuly
narast buneék v GO/G1 a S fazi a zaroven pokles ve fazi G2/M. Pfi nejvyssi koncentraci je podil
bunek v GO/G1 fazi témer 70 %, taktéz zde doslo k mirnému vzrastu oproti kontrole. V pripadé
bunék oznaéenych N-GQDs-Cu®* by tedy pii rostouci koncentraci mohla byt zastavena
schopnost se délit, a tudiz by doslo k navozeni bunééné smrti, coz by v pfipadé nadorové linie
mohlo byt vyhodné. Publikace skupiny Thit et al., 2012, uvadi, ze Cu®** ionty dokazou
vyznamné indukovat apoptézu bunek. U ostatnich nanocastic nebyl tento postupny nartst
zachycen. Vyrazngjsi zastoupeni HeLa bunék v GO/G1 a S fazi oproti NIH/3T3 muze souviset
s nadorovym charakterem linie HeLa. V ramci protinadorové 1écby, by bylo nejvyhodnéjsi
z pouzitych nano¢astic aplikovat grafenové tecky znadené Cu?*, jelikoz maji nejvétsi potencial

vyvolavat bunéénou smrt.

Skupina Li et al., 2018, provedla méteni vlivu OH-GQDs na bunécnou linit HET-1A
pfi koncentracich 25a 50 ug'ml! pfi 24h a 48h inkubaci. S rostouci koncentraci doslo
po 24h inkubaci s grafenovymi teckami k postupnému zvySovani podilu bunék v GO/G1 fazi,
kdy se pfi koncentraci 50 pg-ml! hodnota oproti kontrole (60 %) pohybovala okolo 80 %.
Naopak v S fazi doslo v porovnani s kontrolou (okolo 25 %) k vyraznému snizeni poctu
(pfi 50 pg'ml! v S fazi az 10 %), pocet bunék v G2/M fazi zistal srovnatelny s hodnotami
kontroly (5-10 %). Po 48h byl zaznamenan stejny trend, avSak svyrazn€jSimi zménami,
kdy finalni zastoupeni pii nejvyssi koncentraci v GO/G1 fazi ¢inilo priblizné 90 %, v S fazi
okolo 5 % a zbyvajici buriky byly v G2/M fazi. Oproti vlastnim ziskanym vysledkiim méfeni
na NIH/3T3 a HeL.a buiikach zde bylo vyrazné vétsi mnozstvi bunek zastoupeno v GO/G1 fazi,
a to Jiz pfi nizkych koncentracich. Tento jev byl pravdépodobné vyvolan hydroxylovou funk¢ni

skupinou, kterou byl povrch grafenovych tecek modifikovan.
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7 Z.avér

V ramci teoretické Casti této bakalarské prace byla nastinéna problematika uhlikovych
nanomaterial se zaméfenim na grafenové kvantové tecky. Byly popsany charakteristiky téchto
nanocastic, pfedevsim jejich syntéza, fyzikalni vlastnosti, biokompatibilita s zivymi systémy

a vyuziti pro bioaplikace.

Predmétem experimentalni Casti této prace bylo testovani vlivu grafenovych
kvantovych teCek na rizné funkce zdravych i nadorovych bunék. Bylo tedy zjisténo,
ze grafenové tecky nemaji u zdravych ani nadorovych bunék vyznamny cytotoxicky vliv
a jejich viabilita se po inkubaci s nanoc¢asticemi piili§ neméni. Pfi méfeni produkce ROS, nastal
nejvyssi nartist ve tvorbé reaktivnich radikalti u bunék znagenych N-GQDs-Mn?*. Grafenové
teCky se v této praci neprojevily jako idealni pro vizualizaci pii nizkych koncentracich.
Pti vysokych koncentracich plsobicich po delsi dobu je zobrazeni efektivnéjsi, avsak muze
dojit k soubéznému naruseni bunécnych struktur. Zaroven byla u bunék pozorovana distribuce
nanoCastic v cytoplazmé okolo jadra. Vysledky pratokové cytometrie odhalily,
7e N-GQDs-Mn** jsou nezadouci pro aplikaci pii protinadorové 16¢bé, jelikoz vyznamné
narusuji bunéény cyklus zdravych bunék. N-GQDs-Cu?* byly vyhodnoceny jako nejvhodngjsi

pro ucely protirakovinné 1écby, jelikoz maji potencial snizovat bunéénou proliferaci.
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9  Prilohy
9.1 Seznam priloh
Priloha ¢. 1: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci

s N-GQDs pii koncentraci 400 ug-ml™!

Priloha €. 2: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci
s N-GQDs-Mn?* pii koncentraci 400 ug-ml™.

Priloha ¢. 3: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci
s N-GQDs-Cu?* pii koncentraci 400 ug-ml™'.

Priloha ¢. 4: Kontrolni NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem
po 48h inkubaci.

Priloha ¢. 5: NIH/3T3 oznaCené barvivem DAPI v PBS vizualizovany konfokalnim

mikroskopem.

Priloha ¢. 6: NIH/3T3 oznacené N-GQDs a barvivem DAPI v PBS vizualizovany konfokalnim

mikroskopem.
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Priloha ¢. 1: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci
s N-GQDs pfi koncentraci 400 pg-ml!. Méfitko je 10 um.

Priloha ¢. 2: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci
s N-GQDs-Mn?* pti koncentraci 400 pg-ml™'. Méfitko je 5 um.



Priloha ¢. 3: NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem po 48h inkubaci
s N-GQDs-Cu?* pii koncentraci 400 pg-ml™!. Méfitko je 10 pm.

Priloha ¢. 4: Kontrolni NIH/3T3 v PBS vizualizovany konfokalnim mikroskopem
po 48h inkubaci. Méfitko je 50 pm.



Priloha ¢ 5: NIH/3T3 oznacené barvivem DAPI v PBS vizualizovany konfokalnim

mikroskopem. M¢fitko je 20 pm.

Priloha ¢. 6: NIH/3T3 oznacené N-GQDs a barvivem DAPI v PBS vizualizovany konfokalnim
mikroskopem. M¢fitko je 20 pm.



